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RESUMEN/SUMMARY 
La ciencia no es solo una disciplina de razón 
sino también de romance  y pasión.  
Stephen Hawking 
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RESUMEN 
En la presente memoria se exponen los resultados más relevantes del trabajo 
titulado “Desarrollo de nuevas metodologías avanzadas para el análisis de 
oligosacáridos bioactivos”. En dicho trabajo se han optimizado, validado y aplicado 
diferentes métodos analíticos basados en cromatografía de gases (GC) y de líquidos 
(LC), acopladas a espectrometría de masas (MS), con el fin de superar muchas de las 
limitaciones asociadas a las metodologías hoy en día en uso para el análisis de 
oligosacáridos bioactivos, destacando los oligosacáridos de leche de cabra (COS). 
La leche de cabra es una fuente rica de carbohidratos, mayoritariamente 
constituida por lactosa, pero también por varios oligosacáridos bioactivos y de especial 
interés. El análisis de estos oligosacáridos no es una tarea sencilla y normalmente 
requiere de un paso previo de fraccionamiento para eliminar la lactosa. Para ello, en 
esta tesis, se han empleado técnicas biotecnológicas basadas en el uso combinado de 
enzimas con actividad β-galactosidasa que hidrolicen la lactosa pero conserven el perfil 
de COS y de levaduras que eliminen los productos de hidrólisis producidos. Otra 
técnica empleada en esta tesis para el fraccionamiento de la lactosa ha sido la 
cromatografía de exclusión molecular (SEC) que permite la separación de los 
oligosacáridos por su grado de polimerización.  
Gracias a estos métodos de fraccionamiento, los COS han sido identificados y 
caracterizados mediante técnicas cromatográficas. Dentro de ellas, la GC-MS es una 
técnica ampliamente utilizada para el análisis de carbohidratos de bajo peso molecular 
debido a su alta resolución, eficiencia y capacidad de identificación, sin embargo, es 
necesaria una etapa previa de derivatización de la muestra. Para ello, en esta tesis se 
han optimizado las condiciones de derivatización (tiempo, temperatura y reactivo de 
sililación) de diferentes patrones de carbohidratos. El método desarrollado se ha 
aplicado de manera exitosa a una muestra de leche de cabra. 
La LC es otra de las técnicas más empleadas por su alta versatilidad y múltiples 
modos de operación. En esta tesis se combina el empleo de la cromatografía líquida 
con columna de nano-chip acoplada a espectrometría de masas con analizador de 
cuadrupolo-tiempo de vuelo (nano-LC-Chip-Q-ToF MS) para la identificación de 78 
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oligosacáridos de calostro de cabra y la cromatografía de interacción hidrofílica 
acoplada a espectrometría de masa con analizador de cuadrupolo (HILIC-Q MS) para la 
cuantificación de los mayoritarios. Esta combinación se empleó para llevar a cabo por 
primera vez un estudio exhaustivo de la evolución de los COS, tanto neutros como 
ácidos, durante diferentes etapas de lactación. 
Por otro lado, en esta tesis la cromatografía de líquidos también se ha aplicado 
para el análisis de carbohidratos con distintas unidades monoméricas, grados de 
polimerización y enlaces glicosídicos, combinando diferentes modos de operación 
como la HILIC y la cromatografía de carbón grafitizado (GCC), para estudiar el 
comportamiento cromatográfico de disacáridos y técnicas espectrométricas como MS 
en tándem (MSn). Así se ha conseguido establecer un perfil estructural completo y se 
ha podido caracterizar trisacáridos con diferentes estructuras. También se ha 
desarrollado un método mediante LC×LC para el análisis de estos carbohidratos, 
derivatizándolos previamente con ácido 4-aminobenzoico (ABEE). Se empleó una 
combinación ortogonal HILIC × fase inversa (RP) usando una interfase con modulación 
activa. Este método se aplicó con éxito al análisis, por primera vez, de mezclas 
complejas de patrones de oligosacáridos y de mezclas comerciales de genti-
oligosacáridos y galactooligosacáridos prebióticos. 
Los resultados descritos en esta Tesis suponen una contribución destacable en 
el estudio de carbohidratos bioactivos y en el empleo de las técnicas cromatográficas 
acopladas a espectrometría de masas. 
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SUMMARY 
In this PhD dissertation the most relevant results of the work entitled 
“Development of new advanced methodologies for the analysis of bioactive 
oligosaccharides” are presented. In this work, different analytical methods based on 
gas (GC) and liquid chromatography (LC) coupled to mass spectrometry (MS) have 
been optimized, validated and applied to bioactive oligosaccharides, in particular to 
goat milk oligosaccharides (COS), in order to overcome nowadays limitations 
associated with their analysis.  
Goat milk is a rich source of carbohydrates, mainly constituted by lactose, but 
also by several bioactive oligosaccharides of special interest. However, their analysis is 
not straightforward and requires a previous fractionation step to remove lactose 
present at high concentration; therefore, in this thesis a biotechnological methodology 
based on the combined used of β-galactosidases to hydrolyse lactose but preserving 
the COS profile and yeasts to remove the hydrolysis products, has been used. 
Moreover, size exclusion chromatography (SEC) has also been used as a fractionation 
technique due to the good separation provided in terms of degrees of polymerization. 
After fractionation, COS have been identified and characterized by 
chromatographic techniques. Among them, GC-MS is widely used for the analysis of 
low molecular weight carbohydrates due to its high resolution, efficiency and 
identification capacity. However, a previous derivatization step is mandatory. For this 
purpose, in this thesis different conditions such as time, temperature and silylation 
reagents for derivatization of carbohydrate standards have been optimized and 
successfully applied to the GC-MS analysis of a goat milk sample. 
LC is also a widely used technique for carbohydrate analysis due to its high 
versatility and multiple operation modes. In this thesis, the combined use of nano-Chip 
liquid chromatography coupled to mass spectrometry with quadrupole time of flight 
analyser (nano-LC-Chip-Q-ToF-MS) to identify up to 78 goat colostrum oligosaccharides 
and hydrophilic interaction liquid chromatography coupled to mass spectrometry with 
quadrupole analyser (HILIC-Q MS) to quantify the main ones, has been proposed. This 
combination has been successfully applied for the comprehensive study of goat milk 
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oligosaccharides, both neutral and acidic, at different lactation stages, for the first 
time. 
On the other hand, in this thesis LC has been also applied to the analysis of 
carbohydrates with different monomeric units, degrees of polimerization and 
glycosidic linkages. The correlation of chromatographic retention data such as HILIC 
and graphitized carbon chromatography (GCC) and characteristic fragment ions of 
disaccharides observed by tandem MS (MSn) with statistical analysis was successful in 
establishing some specific criteria that allowed the characterization of trisaccharides 
with different structural features. Moreover, a LC×LC method has been developed for 
analysis of di- and trisaccharides, previously derivatized by 4-aminobenzoic acid 
(ABEE). An orthogonal combination of HILIC × reverse phase (RP) using an active 
modulation interface was used. This method has been successfully applied, for the first 
time, to the analysis of complex mixtures of oligosaccharide standards and prebiotic 
commercial mixtures of galactooligosaccharides and gentiooligosaccharides. 
The results presented in this PhD thesis can remarkably contribute to the study 
of bioactive carbohydrates and to the use of chromatographic coupled to mass 
spectrometric techniques. 
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1. INTRODUCCIÓN  
 
1.1 Carbohidratos en alimentos 
Los carbohidratos son uno de los constituyentes más importantes de los 
alimentos. Pueden estar presentes de manera natural o añadirse para la mejora de sus 
características fisicoquímicas, calidad nutricional y/o organoléptica, propiedades 
funcionales, etc. Se caracterizan por su gran diversidad estructural y el alto número de 
isómeros que presentan.   
En función de su tamaño, los carbohidratos se pueden clasificar en 
monosacáridos, oligosacáridos y polisacáridos. Los monosacáridos son las unidades 
más pequeñas y están compuestos por una cadena de átomos de carbono a los que se 
unen distintos grupos hidroxilo. Dependiendo del número de átomos de carbono se 
denominan triosas (C3), tetrosas (C4), pentosas (C5), etc. y según la naturaleza de su 
grupo carbonilo, si está en posición terminal o no, pueden ser aldosas o cetosas 
(Biermann, 1989; Collins y Ferrier, 1995). En soluciones acuosas, la mayoría de los 
monosacáridos, especialmente los constituidos por 5 y 6 átomos de carbono, pueden 
encontrarse en forma cíclica (hemiacetal), como resultado de la reacción del grupo 
carbonilo con uno de los grupos hidroxilos de la molécula, siendo del tipo furanosa 
(anillos de 5 elementos) o piranosa (anillos de 6 elementos). Tras la ciclación, el 
carbono anomérico permite dos conformaciones en función de la orientación del 
grupo hidroxilo, la α y la β. Si este grupo hidroxilo se encuentra libre, se denomina 
azúcar reductor, mientras que si está bloqueado, es no reductor. Los que son 
reductores, cuando se encuentran en disolución, pueden presentar hasta 5 formas 
tautoméricas diferentes en equilibro (Figura 1.1): α y β furanosas, α y β piranosas y 
cadena abierta, estando las cíclicas más favorecidas (Grindley, 2008). 
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Figura 1.1: Representación de las 5 formas tautoméricas posibles de un carbohidrato 
tomando ribosa como modelo. 
 
Los oligosacáridos están constituidos por varias unidades de monosacáridos 
unidos por enlaces O-glicosídicos. En dichos enlaces reacciona el grupo hidroxilo del 
carbono anomérico del primer monosacárido con un grupo hidroxilo unido a un 
carbono (anomérico o no) del segundo monosacárido, con pérdida de una molécula de 
agua. Debido a que cada monómero puede unirse a otros mediante más de un enlace, 
pueden formarse estructuras ramificadas. Dependiendo del número de unidades, se 
denominan disacáridos, trisacáridos, tetrasacáridos, etc., siendo los más abundantes 
en los alimentos los disacáridos como la lactosa, maltosa y sacarosa.  
Los polisacáridos son macromoléculas constituidas por un gran número de 
monosacáridos formando cadenas lineales o ramificadas. El almidón y la celulosa son 
algunos de los polisacáridos más comunes en los alimentos.  
No existe una regla estricta de clasificación entre oligosacáridos y polisacáridos. 
El término “oligosacárido” hace referencia a una molécula con estructura definida 
(generalmente hasta 10 ó 20 unidades) en contraposición al de “polisacárido” que 
suele hacer referencia a una macromolécula de longitud no especificada. Por otro lado, 
el término “azúcar” se aplica a monosacáridos y oligosacáridos de bajo peso molecular. 
(IUPAC, 1996). 
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Dentro del término genérico “carbohidrato” se incluyen además otras sustancias 
obtenidas tanto por reducción de los grupos carbonilo de los azúcares (alditoles y 
ciclitoles), como por oxidación de uno o más grupos hidroxilo a ácidos carboxílicos, o 
por sustitución de uno o más grupos hidroxilos por átomos de hidrógeno, grupos 
amino, grupos tioles o grupos similares heteroatómicos. También dicho término 
incluye a los derivados de estos compuestos (IUPAC, 1996). 
 
1.2 Propiedades de los carbohidratos como ingredientes alimentarios 
Los carbohidratos presentan un gran número de propiedades tanto 
fisicoquímicas como biológicas que se aprovechan en la elaboración de los alimentos 
y/o que afectan a la salud del consumidor. Algunas de las principales propiedades de 
los carbohidratos son: 
 
1.2.1 Propiedades fisicoquímicas  
La higroscopicidad es la capacidad de los azúcares para absorber el agua de la 
atmósfera y varía dependiendo de su estructura, de la mezcla de isómeros y de su 
pureza. Esta característica puede ser deseada, ya que mantiene la humedad en 
productos con alto porcentaje de azúcar, o por el contrario, puede suponer un 
problema si se pretende evitar la aglomeración de productos en forma de polvo (Belitz 
y col., 2009). 
La solubilidad de carbohidratos de bajo peso molecular es muy alta en medios 
acuosos y disolventes polares como piridina, dimetilsulfóxido y dimetilformamida, 
mientras que presentan baja solubilidad en etanol y son insolubles en disolventes 
orgánicos como cloroformo, éter o benceno. Los polisacáridos son generalmente 
insolubles o poco solubles en agua (Belitz y col., 2009).  
Otra característica de los azúcares es su capacidad de formar cristales. Los 
carbohidratos pueden permanecer en estado no cristalino (estado amorfo) como en 
jarabes o almíbar de fruta, o en estado vítreo como en los caramelos duros (Chung y 
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col., 1999). En algunos alimentos la cristalización es un proceso no deseado, tal es el 
caso de la lactosa en leche condensada o helados.  
Los carbohidratos presentan muy baja estabilidad térmica, ya que se 
deshidratan con facilidad y a temperaturas elevadas se degradan, produciendo 
reacciones de caramelización (Claude y Ubbink, 2006). Esta reacción es deseada en 
muchos procesos de elaboración de alimentos, tales como caramelos, derivados de 
panadería, leche condensada, etc. ya que proporciona un color y sabor agradable. Sin 
embargo, es importante controlar el proceso para evitar la formación de sustancias no 
deseadas que alteren las propiedades organolépticas.  
Los carbohidratos son compuestos asociados al sabor dulce. La sacarosa destaca 
entre los demás por su sabor especialmente agradable, incluso en elevadas 
concentraciones, siendo uno de los edulcorantes más usados. Sin embargo, existen 
algunos oligosacáridos que son amargos, como la gentiobiosa. En general, el dulzor 
disminuye conforme aumenta la longitud de la cadena (Belitz  y col., 2009). 
 
1.2.2 Propiedades biológicas 
Los carbohidratos, son la principal fuente de energía para la mayoría de las 
células, como es el caso del almidón en plantas y el glucógeno en animales y poseen 
funciones estructurales, siendo los constituyentes principales de las paredes celulares 
de los vegetales o del exoesqueleto de muchos artrópodos (Jéquier, 1994). Además, 
está descrito que los carbohidratos pueden ser moduladores del nivel de glucosa e 
insulina en sangre, participar en la disminución del colesterol en sangre y en la síntesis 
de vitaminas del grupo B, favorecer la absorción del calcio, etc. (Crapo, 1996; Sako 
1999 y Perugino, 2004). 
Asimismo, algunos carbohidratos, como el myo-inositol, desempeñan funciones 
esenciales en la utilización de la grasa, como promotores del crecimiento y exhiben 
cierta habilidad para mejorar la conductancia nerviosa en diabéticos (Zhao y col., 
2018). También se ha descrito que algunos carbohidratos como el chiro-inositol 
(Ostlunf y Sherman, 1996) ayudan a mejorar la ovulación, los parámetros metabólicos 
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y la sensibilidad a la insulina de mujeres con síndrome de ovario poliquístico (Langana 
y col. 2018). Algunos iminoazúcares son reconocidos inhibidores de glicosidasas, 
pudiéndose emplear dichos carbohidratos para el tratamiento de numerosas 
enfermedades relacionadas con la absorción de azúcares, tales como diabetes y 
obesidad (Rodríguez-Sánchez y col. 2001). 
Otra propiedad de los carbohidratos que está cobrando gran importancia en la 
actualidad es la actividad prebiótica que presentan algunos de ellos. El término 
prebiótico fue establecido en 1995 por Gibson y Roberfroid quienes lo definieron 
como “un ingrediente alimentario no digerible que afecta beneficiosamente al 
hospedador al estimular selectivamente el crecimiento y/o actividad de uno o un 
limitado número de especies bacterianas en el colon, y que por lo tanto mejora la 
salud”. Posteriormente, Roberfroid y col., (2010) ampliaron el concepto de prebiótico 
indicando que “es un ingrediente que produce una estimulación selectiva del 
crecimiento y/o actividad(es) de uno o de un limitado número de géneros/especies de 
microorganismos en la microbiota intestinal confiriendo beneficios para la salud del 
hospedador”. 
Como consecuencia de la fermentación de los oligosacáridos prebióticos por las 
bacterias probióticas se han descrito varias implicaciones positivas para la salud del 
consumidor, tales como la estimulación del sistema inmune, el incremento de la 
resistencia a la invasión por las bacterias intestinales patógenas, una actividad 
intestinal mejorada (regulación de la motilidad intestinal, producción de ácidos grasos 
de cadena corta, prevención de diarrea y estreñimiento), la protección contra el cáncer 
de colon o el efecto en la biodisponibilidad de los minerales o la disminución de los 
niveles lipídicos (Rastall, 2010; Roberfroid, 2010). Así, en la actualidad, existe un gran 
interés en el empleo de carbohidratos prebióticos para modificar la microbiota 
intestinal, con el fin de mejorar la salud humana (Nedaei y col., 2019; Lopez-Castejon y 
col., 2019) 
Los oligosacáridos prebióticos son carbohidratos con distintos grados de 
polimerización (DP), principalmente entre 3 y 10 según la IUB-IUPAC (IUB-IUPAC; Joint 
Commission on Biochemical Nomenclature (JBC) ,1980), aunque también se pueden 
considerar algunos disacáridos o incluso monosacáridos (Kunz y col., 2000). 
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Generalmente no son carbohidratos puros, sino que son mezclas de oligosacáridos con 
distintas estructuras, conteniendo además mono- y disacáridos. Se pueden encontrar 
de forma natural, principalmente en alimentos de origen vegetal como alcachofas, 
soja, cebollas, legumbres, etc. y, en menor medida, en alimentos de origen animal, 
como leche de algunos mamíferos. Pueden también obtenerse de forma sintética, 
mediante procesos enzimáticos a partir de azúcares sencillos por transglicosilación o 
degradación de polisacáridos de origen vegetal o microbiano. Actualmente, en Europa 
existen cuatro tipos de productos con propiedades prebióticas en el mercado: inulina, 
fructooligosacáridos (FOS), lactulosa  y β-galactooligosacáridos (β-GOS) (Figura 1.2).  
 Inulina: polisacárido compuesto por monosacáridos de fructosa unidos 
con enlaces β (1→2) y una glucosa terminal, enlazados de forma lineal, 
ramificada o cíclica. Está presente de manera natural en muchas plantas 
comestibles como la achicoria o la alcachofa. 
 FOS: oligosacáridos obtenidos por hidrólisis enzimática de la inulina o 
mediante transfructosilación a partir de sacarosa utilizando β-
fructofuronosidasas (EC 3.2.1.26). Se encuentran en frutas, verduras, 
cereales, etc. 
 Lactulosa: disacárido sintético obtenido a través de la isomerización en 
medio básico de la lactosa constituido por una molécula de galactosa y 
otra de fructosa unidas por enlace β (1→4). 
 β-GOS: mezclas complejas de oligosacáridos basados en unidades de 
galactosil-galactosas y galactosil-glucosas, obtenidos a partir de lactosa 
mediante reacciones de hidrólisis y transgalactosilación catalizadas por la 
acción de β-galactosidasas (EC 3.2.1.23) procedentes de diversos orígenes 
microbianos (levaduras, hongos, bacterias). Así, se originan mezclas 
complejas de GOS con enlaces β (1→6), β (1→3), β (1→4), etc. y un 
grado de polimerización de entre 2 y 6, dependiendo de la fuente de la 
enzima y de las condiciones de reacción empleadas (Matsumoto y col. 
1993). 
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Figura 1.2: Ejemplo de algunos carbohidratos reconocidos como prebióticos:  
(1) Inulina, (2) 1-kestosa (FOS), (3) lactulosa y (4) 3’- galactosil-lactosa (GOS). 
 
Sin embargo, en el mercado de Japón se encuentran disponibles éstos y otros 
oligosacáridos con propiedades prebióticas, tales como isomaltooligosacáridos y 
gentioligosacáridos (unidades de glucosa unidas por enlace  (1→6) y β (1→6) 
respectivamente), oligosacáridos de soja (con rafinosa y estaquiosa como principales 
componentes), lactosacarosa (trisacárido obtenido a partir de lactosa y sacarosa por 
transfructosilación), y xilooligosacáridos (unidades de xilosa con enlaces β (1→4)).  
Existe además un gran interés por la obtención de nuevos carbohidratos que no 
solo presenten propiedades prebióticas, sino que además posean otras propiedades 
adicionales beneficiosas para la salud, pudiendo ser ingredientes multifuncionales. En 
este sentido, destacan los oligosacáridos de la leche humana (HMOs), que han sido 
considerados como los primeros prebióticos, al ser responsables del alto número de 
n 
(1) (2) 
(3) (4) 
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bifidobacterias presentes en heces de lactantes (Coppa y col., 2004). Además, los HMO 
actúan como receptores análogos evitando la adhesión de patógenos al epitelio 
intestinal (Lane y col., 2010; Bode, 2012), presentan propiedades antiinflamatorias y 
moduladoras del sistema inmune, ejercen efectos sistémicos, etc. (Guarner, 2009, 
Chichlowski y col., 2011; Kunz y col., 2014).  
Los HMOs están formados por combinaciones de 5 monosacáridos diferentes: 
glucosa (Glc), galactosa (Gal), fucosa (Fuc), N-acetilglucosamina (GlcNAc) y ácido N-
acetilneuramínico (NeuAc) o ácido siálico y son cadenas que varían desde 3 a 15 
unidades de estos carbohidratos (Thomson y col., 2018). La fracción de los HMO es 
muy compleja, al menos puede estar formada por 1000 componentes (Corzo y col. 
2015), que pueden alcanzar en su conjunto concentraciones comprendidas entre 10-15 
g L-1 (Petherick 2010). Hasta el momento, se han identificado más de 200 HMO, de los 
cuales solo 80 han podido ser totalmente caracterizados (Bode, 2006; Venema, 2012; 
Barile y Rastall, 2013).  
En la actualidad existe un gran interés por la búsqueda de otras fuentes de 
oligosácaridos alternativas a los HMOs, que presenten una funcionalidad similar y que 
puedan ser explotadas a gran escala, bien mediante consumo directo o bien como 
ingrediente funcional de preparados alimentarios como son las fórmulas infantiles 
(Boehm y Stahl, 2007; Urakami y col., 2018; Nijman y col., 2018). La gran complejidad 
de los HMOs dificulta su síntesis, sin embargo, las leches de otros mamíferos, sobre 
todo los domésticos como la cabra, la oveja o la vaca, constituyen una clara 
alternativa. Una de las características comunes y más relevantes de los oligosacáridos 
presentes en estas leches es el enlace β-glicosídico de la galactosa y de la GlcNAc. El 
intestino humano carece de enzimas capaces de hidrolizar estos enlaces glicosídicos, 
excepto el de lactosa; de este modo, dicho enlace glicosídico es un elemento 
estructural común que protege a estos oligosacáridos del proceso digestivo (Moro y 
col., 2005). Esta resistencia digestiva favorece el uso de estos compuestos como 
agentes prebióticos. 
Sin embargo, existen diferencias tanto a nivel cualitativo como cuantitativo en 
los oligosacáridos presentes en las distintas leches de mamíferos, lo cual puede influir 
en su utilización como ingredientes funcionales. Es conocido que la leche de cabra 
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contiene oligosacáridos estructuralmente más parecidos a la leche humana que leches 
procedentes de otros mamíferos (Martínez-Ferez y col., 2006, Meyrand y col., 2013). 
Además, desde el punto de vista cuantitativo, la leche de cabra presenta niveles 
elevados (0.25-0.30 g L-1) de oligosacáridos en comparación a los encontrados en la 
leche de vaca (0.03- 0.6 g L-1) u oveja (0.02-0.04 g L-1), aunque significativamente 
inferiores a los presentes en la leche humana (12-13 g L-1) (Giorgio y col., 2018).  En 
virtud de ello, la leche de cabra supone una buena alternativa a la leche humana. En 
este contexto, la producción de leche de cabra ha aumentado a nivel mundial un 108,7 
% en el periodo de 1988 a 2013, pasando de 9 millones a 18,5 millones de toneladas, 
siendo Europa el continente de mayor producción y, más concretamente, países como 
España, Francia, Holanda y Grecia (FAOSTAT, 2013). 
 
1.3 Análisis de carbohidratos 
1.3.1 Fraccionamiento 
Como se ha mencionado anteriormente, los oligosacáridos bioactivos, tanto los 
presentes de forma natural en los alimentos como los obtenidos mediante reacciones 
de síntesis, se encuentran en forma de mezclas complejas constituidas por 
carbohidratos con estructuras químicas muy similares y presentes en muy diversa 
concentración. De forma general, los oligosacáridos se encuentran acompañados de 
mono- y disacáridos en alta concentración. Este alto contenido en azúcares dificulta 
mucho la caracterización de los carbohidratos minoritarios, por lo que la introducción 
de una etapa previa de fraccionamiento puede ser de gran utilidad para su análisis. 
Además, la eliminación de estos carbohidratos de bajo peso molecular, en algunos 
casos, permitiría obtener una fracción enriquecida en oligosacáridos bioactivos para su 
potencial uso como ingrediente alimentario. Por tanto, el empleo de métodos de 
fraccionamiento de carbohidratos presenta un gran interés. Sin embargo, debido a la 
similitud de estructuras y a la diferencia de concentraciones anteriormente 
comentadas, no es una tarea sencilla. La búsqueda de métodos de fraccionamiento 
que ofrezcan alta selectividad y eficacia, empleando pequeños volúmenes de 
disolvente, respetuosos con el medio ambiente y económicos, es uno de los principales 
objetivos de los investigadores y la industria alimentaria (Moreno y col., 2014). 
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Los métodos de fraccionamiento de carbohidratos existentes hasta el momento 
se basan en: (i) el empleo de membranas (ultra y nano filtración), (ii) técnicas 
cromatográficas (i.e. cromatografía en columna con carbón activo, cromatografía de 
exclusión molecular (SEC), cromatografía de intercambio iónico), (iii) empleo de 
disolventes (mezclas hidroalcohólicas, líquidos iónicos, extracción con líquidos 
presurizados (PLE), etc.) y (iv) tratamientos microbiológicos o enzimáticos.  
Los procesos de separación con membranas han sido muy utilizados en un gran 
número de aplicaciones en la industria alimentaria, debido a su simplicidad y eficacia 
de operación (Tundis  col., 2018). Una membrana puede actuar como filtro selectivo, a 
veces limitando la difusión entre dos soluciones o como una membrana activa en el 
que su estructura química determina la selectividad de transferencia de la muestra 
(Gilar y col. 2001). Las técnicas de ultra y nanofiltración han sido ampliamente usadas 
en el estudio de carbohidratos, no solo porque permiten el fraccionamiento de éstos, 
sino también su purificación y concentración (Moreno y col., 2014; Aquino y col., 
2017). En este sentido, se ha utilizado la ultrafiltración tanto para la purificación de 
oligosacáridos de diferentes orígenes, tales como pectooligosacáridos (Olano-Martín y 
col., 2001), isomaltooligosacáridos (Zhang y col., 2010), fructanos (Moerman y col., 
2004), etc., como para reducir el contenido de mono- y disacáridos en mezclas 
complejas de oligosacáridos, como la lactosa de una fracción de carbohidratos de leche 
de vaca (Mehra y col., 2014). Goulas y col. (2003) compararon distintas membranas de 
nanofiltración en modo de diafiltración discontinua para purificar los oligosacáridos 
derivados de panosa. Sin embargo, en todos estos procesos los resultados de 
recuperación y pureza de los oligosacáridos dependerán en gran medida del tipo de 
muestra, de la membrana a utilizar, de las concentraciones de los carbohidratos 
presentes en la muestra y de las condiciones en la que se lleve a cabo la ultra- o 
nanofiltración (Hernandez y Ruiz-Matute, 2009). 
Por otro lado, la SEC es una técnica de separación ampliamente usada para el 
fraccionamiento de los carbohidratos en función de su grado de polimerización (DP). 
Se basa en el empleo de columnas rellenas de un gel poroso, donde los carbohidratos 
se separan de acuerdo con su peso molecular y por la relación entre sus dimensiones 
moleculares y el diámetro medio de los poros de la fase estacionaria. A modo de 
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ejemplo, se ha empleado para la purificación de GOS comerciales para posteriormente 
estudiar sus actividades anti-adherentes y prebióticas (Shoaf y col. 2006, Huebner y 
col. 2007). Esta técnica permite la obtención de altos rendimientos y purezas 
aceptables, aunque es un proceso largo y tedioso (Hernández y col. 2009).  
Otra de las técnicas de fraccionamiento utilizadas para los carbohidratos es la  
cromatografía de adsorción en carbón activo. El uso de diferentes concentraciones de 
etanol permite una extracción selectiva de los carbohidratos, previamente adsorbidos 
en el carbón, en función de su grado de polimerización. Además del mecanismo de 
adsorción de los carbohidratos sobre la matriz de carbón, la retención se produce 
también por interacciones hidrofóbicas y de intercambio de electrones (Koizumi, 
2002). Se ha utilizado ampliamente para la eliminación de monosacáridos en mieles, 
con objeto de analizar carbohidratos minoritarios de estas muestras (Morales y col., 
2006; Ruiz-Matute y col. 2008) y para la eliminación de mono- y disacáridos de una 
mezcla de GOS con un DP de hasta 7 unidades, obteniendo fracciones de 
oligosacáridos (DP 3-7) de alta pureza (Sanz y col. 2007). Recientemente, Robinson y 
col. (2018) han optimizado un método basado en la adsorción en carbón activo 
empleando cartuchos de SPE (Solid Phase Extraction), que permitía la eliminación de la 
lactosa de leche bovina y la concentración de los oligosacáridos. Sin embargo, la 
separación no era sencilla ya que la lactosa y los oligosacáridos poseen estructuras 
muy parecidas y por tanto poseen afinidad similar con el carbón activo. Tras introducir 
acetonitrilo (ACN) y ácido trifluoroacético (TFA) en el agua de lavado, consiguieron 
incrementar la retención de oligosacáridos ácidos y eliminar la mayor parte de lactosa, 
sin embargo, las muestras todavía contenían 28 mg L-1 de lactosa. Para su completa 
eliminación fue necesario el empleo de tratamientos adicionales basados en la 
hidrólisis enzimática de la lactosa (De Moura Bell y col., 2016). 
Las resinas de intercambio iónico son sólidos sintéticos e insolubles en agua, 
habitualmente con forma de esfera o perla, aunque también pueden encontrarse en 
polvo. Se componen de grupos polares, ácidos o básicos, en una alta concentración. 
Estos están unidos a una matriz de un polímero sintético y trabajan obteniendo iones 
de las soluciones (normalmente agua) y cediendo otros de manera equivalente. 
Dependiendo de su aplicación se puede emplear la cromatografía de intercambio 
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catiónico o de intercambio aniónico. Se ha empleado para el fraccionamiento selectivo 
de carbohidratos con cargas, como los iminoazúcares (Molyneux y col., 2002; Asano y 
col., 2005; Yan y col., 2013). 
Los tratamientos basados en el empleo de disolventes orgánicos se siguen 
empleando habitualmente para al fraccionamiento de carbohidratos. Estos 
tratamientos se basan principalmente en las diferencias de solubilidad de estos 
compuestos, dando lugar a la precipitación selectiva de algunos de ellos y permitiendo 
así ser posteriormente separados de la mezcla en la que están presentes. Así, por 
ejemplo, la tagatosa y la lactulosa, obtenidas por reacciones de isomerización o 
tratamientos biológicos a partir de sus aldosas (galactosa o lactosa), presentan una 
mayor solubilidad que éstas en alcoholes como el metanol o el etanol  (Montañés y 
col. 2007) y mezclas hidroalcohólicas (Montañés y col. 2007). Sin embargo, la 
separación utilizando estos disolventes requiere grandes volúmenes y largos tiempos 
de tratamiento. Por ello, para minimizar los volúmenes de disolventes usados y los 
tiempos requeridos en el procedimiento, se recurre a técnicas asistidas ya sea por 
microondas, líquidos presurizados (PLE; Ruiz-Matute y col., 2007) o usando fluidos 
supercríticos (SFE; Montañés y col., 2006; Montañés y col., 2009). La PLE también se ha 
usado en combinación con carbón activo para la obtención de fracciones ricas en 
oligosacáridos en miel con altos valores de recuperación (Ruiz-Matute y col., 2008). 
Estas técnicas poseen ventajas en cuanto a la mayor rapidez, reducción del consumo 
de disolventes y mayor eficacia de fraccionamiento. Sin embargo, su uso para este fin 
todavía está poco extendido, aplicándose más para la extracción de carbohidratos 
(Martínez-Villaluenga y col. 2004; Fuentes-Alventosa y col. 2009).  
Asimismo, los tratamientos microbiológicos, tales como los basados en el 
empleo de enzimas o levaduras, pueden ser empleados como métodos de 
fraccionamiento o de eliminación de carbohidratos interferentes. Es conocido que 
levaduras como Saccharomyces cerevisiae presentan una alta especificidad para 
eliminar algunos mono- y disacáridos presentes en mezclas complejas de 
carbohidratos (Yoon y col., 2003).  Por tanto, las levaduras se han empleado en 
diversos estudios para eliminar algunos carbohidratos de las muestras de interés. Así 
por ejemplo, Ruiz-Aceituno y col. (2013) usaron la levadura Saccharomyces cerevisiae 
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para la eliminación de los azúcares presentes en legumbres y obtener así extractos 
ricos en inositoles. Esta misma levadura ha sido empleada por Sanz y col. (2005) para la 
obtención de una fracción de oligosacáridos de miel libre de glucosa y fructosa y por 
Ruiz-Matute y col. (2007) para el análisis de compuestos minoritarios en mieles, 
detectándose dianhídridos de fructosa en mieles adulteradas con distintos jarabes 
comerciales. Sin embargo, durante el tratamiento con levaduras se producen otros 
subproductos tales como trehalosa, manitol, glicerol y etanol. 
El uso de enzimas también puede ser un método eficaz para el fraccionamiento 
de carbohidratos, aunque no ha sido muy empleado hasta el momento. Se han usado 
enzimas de origen fúngico y bacteriano para la eliminación de carbohidratos 
interferentes. Por ejemplo, Splechtna y col. (2001) emplearon enzimas procedentes de 
Sulfolobus solfataricus and Pyrococcus furiosus que producían la ruptura del enlace 
glicosídico de la lactosa, más selectivamente que el de los GOS, permitiendo la 
eliminación de este disacárido y dando lugar a glucosa y galactosa. Sin embargo, 
durante dichas reacciones, se pueden obtener mezclas de distintos oligosacáridos 
mediante transgalactosilación enzimática con distintas estructuras (longitud de 
cadena, composición en monosacáridos, grado de ramificación), modificándose la 
composición original de la muestra de partida. Crittenden y Playne (2002) describieron 
el uso de Zymomonas mobilis para eliminar glucosa, fructosa y sacarosa de inulin-, 
fructo-, malto-, isomalto- y gentio-oligosacáridos mediante la fermentación de estos 
carbohidratos pequeños en etanol y dióxido de carbono. 
Hasta el momento los datos existentes en la bibliografía sobre el empleo de 
lactasas (e.g.: Maxilact (DSM, Holanda) o HA-lactase (Christian-Hansen, Dinamarca), se 
centran en la elaboración de alimentos sin lactosa para el consumo de intolerantes a 
este carbohidrato (Torres 2012). Se tratan de β-D-galactosidasas producidas, 
principalmente, por Kluyveromyces lactis y su uso es de especial interés ya que 
reducen problemas de salud de personas intolerantes a la lactosa al aumentar su 
digestibilidad (Jurado, 2004; Ricardi, 2017). 
En 2017, Aquino y col. purificaron oligosacáridos de leche de cabra (COS) para 
aplicarlo a escala industrial, eliminando la lactosa mediante una β-galactosidasa de 
Aspergillus oryzae para facilitar la posterior nanofiltración que permitiera concentrar 
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los COS. Sin embargo, en este estudio no se evalúa la posible degradación de los COS 
durante el proceso ni la formación de nuevos oligosacáridos por transgalactosilación, 
que daría lugar a nuevos oligosacáridos no presentes en la leche de cabra. Hasta el 
momento, no se conocen estudios sobre el análisis de COS tratados con estas enzimas 
para la eliminación de la lactosa. 
En un estudio realizado por Hernández y col. (2009) se compararon cuatro 
técnicas diferentes de fraccionamiento (diafiltración, tratamiento con levaduras, 
carbón activo y SEC) para el fraccionamiento de GOS prebióticos comerciales que 
poseían altas concentraciones de carbohidratos digeribles no deseados (mono- y 
disacáridos). El empleo de levaduras o carbón activo fue más efectivo para eliminar 
monosacáridos de las muestras comerciales, en cambio la SEC proporcionó mejores 
resultados de pureza y rendimiento, facilitando además la purificación de GOS con 
diferentes DP. 
 
1.3.2. Caracterización de carbohidratos 
 El análisis de oligosacáridos supone un gran reto para la investigación, 
principalmente debido a la similitud estructural de estos compuestos, a la ausencia de 
grupos fluorescentes o cromóforos en sus estructuras y a su falta de volatilidad. Por 
otra parte, estos oligosacáridos generalmente se encuentran formando mezclas 
complejas de distintos grados de polimerización, composición monomérica y enlaces 
glicosídicos. Hay que tener en cuenta también la dificultad que supone la presencia de 
carbohidratos de menor peso molecular en mayores concentraciones, principalmente 
monosacáridos y algún disacárido, que dificultan el análisis de carbohidratos 
minoritarios. El hecho de que la disponibilidad comercial de patrones sea limitada, 
dificulta aún más su caracterización.  
En la bibliografía se han descrito distintos métodos de caracterización de 
carbohidratos, tales como métodos químicos, que dan lugar a compuestos coloreados 
y se determinan por gravimetría, espectrofotometría o valoraciones colorimétricas 
(Brummer y col., 2005) y ensayos microbiológicos o enzimáticos (Anderson 1972). Son 
métodos sencillos y relativamente rápidos, sin embargo, únicamente proporcionan 
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una medida global del contenido en carbohidratos de una muestra y su exactitud y 
precisión es limitada. Son, en cambio, las técnicas cromatográficas (Sanz y col., 2009) y 
electroforéticas (Kong y col., 2008) las más empleadas para el análisis de mezclas 
complejas de carbohidratos, debido a las ventajas que presentan como su alta 
resolución, selectividad y sensibilidad, entre otras. De entre ellas, destaca el empleo de 
la cromatografía de gases (GC) y la cromatografía de líquidos (LC).  
 
1.3.2.1 Cromatografía de gases 
La GC es la técnica más utilizada para el análisis de carbohidratos de bajo peso 
molecular por su alto poder de resolución y elevada sensibilidad proporcionada por los 
detectores a los que se acopla. Sin embargo, previo a su análisis es necesaria una etapa 
de derivatización, ya que estos compuestos, debido a la presencia de múltiples grupos 
polares (-OH) en su estructura, presentan baja volatilidad y estabilidad térmica. De 
este modo, se transforman en sus derivados volátiles, reemplazando los hidrógenos 
activos por otros grupos apolares, normalmente mediante alquilación, acetilación o 
sililación: 
- Los acetil derivados dan lugar a la formación de múltiples picos 
cromatográficos para un mismo compuesto, debido al efecto de 
mutarrotación. Con el fin de reducir este número es común llevar a cabo la 
reducción del grupo carbonilo, de modo que las aldosas y las cetosas se 
transforman en sus correspondientes alditoles, que tras la acetilación dan 
lugar a los acetatos de alditol, compuestos muy estables. De este modo se 
elimina el centro anomérico y se obtiene solo un pico para cada azúcar. Sin 
embargo, con este procedimiento, carbohidratos distintos pueden dar lugar a 
un mismo alditol, como es el caso de la obtención de manitol al reducir tanto 
manosa como fructosa, siendo ésta una importante desventaja de estos 
derivados (Bonaduce 2007).  
 
R-OH R-O-COCH3
(CH3-CO)2
Piridina
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- Los metil éteres fueron los primeros derivados de carbohidratos empleados 
para el análisis por GC. El tratamiento con yoduro de metilo o reactivos 
similares transforman los grupos hidroxilo en grupos –OCH3. En la actualidad, 
no se utilizan mucho debido a su laboriosa preparación y a la falta de buena 
resolución en GC. 
 
- Uno de los métodos más empleados de derivatización es la sililación, donde 
tiene lugar la introducción de grupos dimetilsilil, trimetilsilil (TMS) o t-
butildimetilsilil en la molécula para formar silil éteres (Chrums 1990). De 
todos ellos, los más comunes son los TMS derivados por su buena estabilidad 
y alta volatilidad. Existen diferentes reactivos (trimetilsililimidazol (TMSI); 
trimetilclorosilano (TMCS); hexametildisilazano (HMDS); N-metil-N-
(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA); N,O-bis-(trimetilsilil)-
trifluoroacetamida (BSTFA); etc) y condiciones de sililación (tiempos y 
temperaturas) empleadas que afectan a la reacción (Sanz y Martínez-Castro 
2007). Esta técnica de derivatización está muy establecida para carbohidratos 
neutros, sin embargo, carbohidratos constituidos por grupos ácidos u otros 
grupos funcionales no se ven tan favorecidos, generando problemas en su 
análisis y siendo necesaria la optimización del proceso de derivatización en 
cada caso. Además, con estos derivados se pueden obtener hasta 5 
compuestos por cada carbohidrato reductor (α y β furanosa, α y β piranosa y 
cadena abierta), lo que puede dificultar el análisis de mezclas complejas. Una 
solución a este problema es la conversión previa a la sililación del grupo 
carbonilo en una oxima, obteniéndose finalmente trimetilsilil oximas (TMSO), 
lo que reduce a 2 (formas E y Z) el número de picos cromatográficos y facilita 
su identificación (Ruiz-Matute y col., 2011) (Figura 1.3). Los azúcares no 
reductores no experimentan el proceso de oximación y dan lugar a un solo 
derivado.  
 
 
R-OH
CH3-X
R-O-CH3 + HX
R-OH + R’3Si-X R-O-SiR’3 + HX
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1. Formación de la oxima          2. Formación del derivado trimetilsililado 
 
Figura 1.3: Esquema de reacción de la derivatización de un carbohidrato por oximación y 
trimetilsililación 
 
La GC normalmente se emplea para el análisis de carbohidratos de bajo  peso 
molecular (DP ≤ 3), mediante columnas capilares con fases estacionarias de 
polisiloxano con grupos metil- o fenil-. Estas columnas poseen dimensiones que oscilan 
entre 10-50 m de longitud, 0,1-0,5 mm de diámetro interno y 0,25-0,5 µm de fase 
estacionaria y un rango de temperaturas de operación entre 60 y 330 °C. Sin embargo, 
en la actualidad existe disponibilidad de columnas comerciales que soportan altas 
temperaturas, como las columnas con grupos carborano presentes en la estructura 
principal del polisiloxano, fabricadas en capilares de sílice fundida recubiertas de 
poliimida o de aluminio, y que han permitido extender su aplicación hasta 
carbohidratos con DP 7 o incluso superior (Sabater y col., 2016). 
El detector más usado en GC es el de ionización de llama (FID), que posee una 
alta sensibilidad. Sin embargo, en este caso el empleo de patrones para la 
identificación de carbohidratos es imprescindible. No obstante, su acoplamiento con la 
espectrometría de masas (GC-MS) resulta ventajoso, ya que proporciona información 
estructural sobre los compuestos analizados, facilitando su identificación. Esta técnica 
está basada en la producción de iones que posteriormente son separados o filtrados 
según su relación masa/carga (m/z) y finalmente detectados para dar lugar al espectro 
de masas. 
Dependiendo de la fuente de ionización utilizada, se consigue mayor o menor 
fragmentación de la molécula, pudiéndose determinar el peso molecular del 
compuesto cuando la ionización es suave, ionización química (CI), o proporcionando 
información sobre la estructura cuando la ionización es por impacto electrónico (EI). La 
información estructural proporcionada por el sistema también depende del analizador 
empleado, permitiendo en algunos casos, como en el de las trampas iónicas (IT) o los 
triples cuadrupolos (QqQ), la obtención de fragmentos sucesivos a partir de una misma 
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molécula (MSn o MS2, respectivamente). Sin embargo, en el caso de los carbohidratos, 
debido a su similitud estructural, se obtienen patrones de fragmentación con 
características muy similares para los distintos compuestos, haciendo que su 
caracterización sea compleja. Un estudio pormenorizado de la relación entre el patrón 
de fragmentación en espectrometría de masas y la estructura química del carbohidrato 
puede permitir un avance en la caracterización de los compuestos desconocidos. Tal es 
el caso de los escasos estudios que se han llevado a cabo hasta el momento para el 
análisis de TMSO de mono‐, di- y trisacáridos (Sanz y col., 2002; Brokl et al., 2009). 
 
1.3.2.2. Cromatografía de líquidos 
La cromatografía de líquidos (LC) es la técnica más usada para la caracterización 
de carbohidratos y en especial de oligosacáridos prebióticos, por su alta versatilidad y 
múltiples modos de operación. Al contrario que en GC, no es requisito imprescindible 
para el análisis de carbohidratos por LC llevar a cabo un proceso de derivatización 
previo; sin embargo, en algunos casos es recomendable o incluso necesario, como se 
comentará más adelante.   
Los modos de operación más empleados para el análisis de oligosacáridos son: 
 La cromatografía en fase inversa (RPLC) emplea fases estacionarias no polares, 
típicamente de partículas de sílice químicamente modificadas con hidrocarburos de 
cadena larga, siendo las más comunes las modificadas con cadenas de 18 átomos de 
carbono (columna C18). En este tipo de cromatografía el mecanismo de retención 
consiste en interacciones hidrofóbicas de los analitos con la fase estacionaria de la 
columna. La fase móvil es más polar que la estacionaria y, normalmente, se suelen 
emplear mezclas de agua y acetonitrilo con modificadores orgánicos como 
trifluoroacético o fórmico, aumentando la concentración de acetonitrilo a medida que 
avanza el gradiente. En el caso de carbohidratos, el agua es el eluyente más usado, 
pero la aplicabilidad de este modo de operación es muy limitada debido a la poca 
retención de los compuestos (Brokl y col., 2011). En este caso, el empleo de reacciones 
de derivatización que mejoren las propiedades cromatográficas resulta relevante para 
el empleo de este modo de operación (Higashi y col., 1990).  
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La cromatografía de carbón grafitizado (GCC) se desarrolló como alternativa a la 
RPLC. Su mecanismo de separación no es del todo conocido, aunque se sabe que 
tienen lugar diversas interacciones, tales como repulsiones hidrofóbicas entre eluyente 
y analito, interacciones de los grupos funcionales polarizados del analito con el grafito, 
etc. Una de las ventajas de este tipo de cromatografía es su capacidad de separar 
isómeros en presencia de modificadores básicos, como el hidróxido de amonio, así 
como la estabilidad de la fase estacionaria en todo el rango de pH y el uso de fases 
móviles totalmente compatibles con MS (Koizumi, 2002). En general, la mayoría de las 
aplicaciones se orientan al análisis de glicanos y glicopéptidos (Ruhaak y col., 2009). 
Recientemente, se han empleado columnas de carbón grafitizado para la separación 
de carbohidratos prebióticos, resultando ser adecuadas para la separación de 
isómeros, aunque se observaron coeluciones entre oligosacáridos de distinto grado de 
polimerización, causando problemas en el análisis de mezclas muy complejas (Brokl y 
col., 2011). 
La cromatografía de alta eficacia de intercambio aniónico (HPAEC) es una de las 
técnicas más difundidas para la caracterización de carbohidratos (Coulier y col., 2009; 
Borromei y col., 2010; Avila‐Fernandez y col., 2011; Blanch y col., 2011). Este tipo de 
cromatografía se lleva a cabo a elevados valores de pH, a los que los carbohidratos son 
ionizados para ser separados en resinas de intercambio aniónico. La detección se lleva 
a cabo utilizando amperometría de pulsos (PAD), que consiste en la medida de la 
corriente eléctrica generada por la oxidación de los carbohidratos en la superficie de 
un electrodo de platino u oro y su posterior reducción para limpieza del electrodo. Sin 
embargo, esta técnica presenta dos grandes desventajas: (i) los imprevisibles 
comportamientos de elución relacionados con la estructura de cada carbohidrato, lo 
cual hace imprescindible el uso de patrones para la identificación de cada compuesto y 
(ii) su difícil acoplamiento a la espectrometría de masas debido a la presencia de altos 
contenidos de sales, como el acetato de sodio, usado como modificador en la fase 
móvil, o de altos contenidos de hidróxido de sodio. Recientemente, se están 
desarrollando nuevos sistemas que facilitan estos acoplamientos creando sistemas 
más robustos (Maier y col., 2016; Coulier, 2013). 
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La cromatografía de alta eficacia de intercambio catiónico (HPCEC) separa los 
iones y moléculas polares basándose en su carga. La fase estacionaria contiene grupos 
funcionales cargados negativamente a los que están unidos los denominados 
contraiones con los que compiten en interacción electrostática los compuestos de 
interés. Las típicas fases estacionarias utilizadas para el análisis de oligosacáridos son 
las de poliestireno sulfonado con contraiones Ca2+ y Ag2+, mientras que para los 
monosacáridos se emplean las de Pb2+ (Verzele 1987).  
En los últimos años, uno de los modos de operación más utilizados para el 
análisis de carbohidratos por LC es la cromatografía de interacción hidrofílica (HILIC). 
La HILIC se presenta frecuentemente como una variante de la cromatografía de fase 
normal (NPLC), puesto que al igual que ésta, utiliza una fase estacionaria polar y la 
retención de los analitos aumenta con el incremento de su hidrofilia, aunque su 
mecanismo es mucho más complejo y, todavía, genera controversia entre la 
comunidad científica (Greco y Letzel, 2013). Esta técnica resulta de gran utilidad para 
analizar compuestos que, dada su elevada polaridad, se retienen poco en RPLC y 
eluyen cerca del frente del disolvente, como ocurre con los carbohidratos. Estos 
compuestos además muestran una buena solubilidad en la fase móvil acuosa utilizada 
en HILIC, lo que contribuye a solventar los frecuentes problemas relacionados con la 
baja solubilidad de estos compuestos en las fases de NPLC. Aunque cualquier fase 
estacionaria que pueda retener moléculas de agua, puede ser usada en modo HILIC 
(Greco y Letzel, 2013), la fase estacionaria típica consiste en la clásica gel de sílice 
modificada con distintos grupos funcionales polares (amino, diol, amida, etc). En esta 
sección se ha considerado de interés incluir como anexo un artículo de revisión, 
titulado “Análisis de carbohidratos bioactivos mediante cromatografía de interacción 
hidrofílica (HILIC)” de M.J. García-Sarrió, S. Rodríguez-Sánchez y A. Martín-Ortiz  
publicado en la revista Cromatografía y Técnicas Afines 35 (2) 2014, 47-59 (Anexo 
1.1.), que revisa el empleo de la HILIC para el análisis de carbohidratos bioactivos. En 
este anexo se comentan los mecanismos, fases estacionarias, condiciones 
cromatográficas y aplicaciones de HILIC para el análisis de estos compuestos. 
En general, el análisis de carbohidratos por LC se lleva a cabo empleando 
columnas convencionales, de 10 - 15 cm de longitud, 2,1 -  4,6 mm de diámetro interno 
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y con partículas 1,7 - 5 µm (Ruhaak y col., 2009; Marrubini y col., 2018). En la 
actualidad hay una tendencia a la miniaturización, tanto del diámetro interno de las 
columnas, como de la longitud, dando lugar al uso de nano-chips (Figura 1.4), que 
resulta de gran interés ya que su empleo se traduce en un menor tiempo de análisis y 
se requiere el empleo de menor cantidad de muestra (Zotou, 2012; Cohen y col., 
2017). Esta cromatografía se ha desarrollado con éxito para el análisis de 
oligosacáridos de leche humana (Niñonuevo y col. 2008, Wu y col. 2011), leche de 
cerdos (Tao y col. 2010) y leche de vaca (Tao y col. 2008, Barile y col. 2010), etc. En la 
cromatografía líquida de ultra alta resolución (UPLC) se emplean columnas con tamaño 
inferior a 2 µm, de este modo se reduce el tiempo de análisis y se mejora la forma de 
los picos (Jiao y col., 2017). 
 
Figura 1.4: Esquema de un nano-chip. (a) Los compuestos son retenidos en la columna de 
enriquecimiento. (b) Cambio de posición y los analitos previamente retenidos son eluidos y 
analizados en la columna analítica.  
Por otra parte, debido a la falta de grupos cromóforos, la detección de 
carbohidratos por LC resulta difícil. Entre los detectores más comúnmente empleados 
Residuo
Columna 
Analítica
MS
Bomba Nano
Residuo
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Analítica
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en LC, destaca el de índice de refracción (RI) (aunque sólo se puede utilizar cuando el 
modo de elución es isocrático), y el detector amperométrico de pulsos (PAD). Éste 
último ofrece un sistema de detección sensible (límite de detección entre 0,01 y 1 ng) y 
de alta selectividad, no requiere de grupos cromóforos o fluorescentes, por lo que ha 
sido muy utilizado en el análisis de oligosacáridos (Morales y col., 2008; Borromei y 
col., 2010) 
Los detectores de ultravioleta (UV) o fluorescencia se pueden emplear también, 
pero, dada la ausencia de grupos cromóforos o fluoróforos en los carbohidratos, es 
necesario llevar a cabo una reacción de derivatización previa a la detección de los 
compuestos. Existen varios métodos de derivatización que introducen antes, durante o 
después de la separación grupos cromóforos en la molécula para su detección por UV 
o fluoróforos para la detección fluorescente (Lamari, 2003). La mayoría de los métodos 
se basan en la condensación del grupo carbonilo de los carbohidratos con aminas 
primarias, para dar lugar a una base de Schiff, que es posteriormente reducida a una 
glicosil-amina N-sustituída (Hase, 1996). Esta amina debe de poseer el grupo 
cromóforo o fluoróforo deseado (generalmente un anillo aromático) (Sanz y Martínez-
Castro, 2007). La reducción se puede llevar a cabo empleando 2-aminopiridina (2-AP), 
diferentes trisulfonatos, ésteres del ácido p-amino benzoico, etc. Entre estos reactivos 
típicamente utilizados, cabe destacar el 4-aminobenzoato de etilo (ABEE) que, en 
medio ácido y metanol, produce la reducción del grupo amino, convirtiéndolo en un 
producto que absorbe la luz ultravioleta (Wang y col., 1984, Kwon and Kim, 1993, 
Yasuno y col., 1997). La figura 1.5 muestra un esquema de esta reacción. Estos 
carbohidratos derivatizados presentan también una mayor retención en cromatografía 
de fase inversa, mejorando así la resolución de los mismos (Higashi y col., 1990).  
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Figura 1.5: Esquema de reacción de derivatización de un carbohidrato con el reactivo ABEE en 
el medio de reacción metanol, ácido acético y cianoborohidruro de sodio. 
 
Al igual que en el caso de la GC, el acoplamiento de espectrómetros de masas a 
equipos de LC proporciona grandes ventajas para el análisis de carbohidratos, ya que 
aporta información adicional sobre su estructura. Uno de los requisitos principales 
para llevar a cabo dicho acoplamiento es el uso de disolventes volátiles y agua, 
adecuados para ser introducidos en el espectrómetro. La fuente de ionización más 
común para el análisis de carbohidratos, es la electronebulización o ionización por 
electroespray (ESI), aunque también se emplea la ionización química a presión 
atmosférica (APCI). Los analizadores empleados son muy numerosos, desde 
cuadrupolos simples (Q), hasta IT, analizadores de tiempo de vuelo (ToF), y variantes 
de los mismos como QqQ o cuadrupolo acoplado a tiempo de vuelo (Q-ToF), entre 
otros. 
Mientras que los analizadores de Q o ToF únicamente proporcionan información 
sobre el grado de polimerización del oligosacárido (ión cuasimolecular), el empleo de 
(ABEE)
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analizadores que permitan aplicar la espectrometría de masas MS/MS o tándem MS 
como el Q-ToF, QqQ o IT representan una alternativa ventajosa en el análisis 
estructural de oligosacáridos bioactivos. Así, en estos analizadores se produce la 
fragmentación de un ión precursor, en iones más pequeños, acompañada por la 
pérdida de un fragmento neutro. Generalmente, los iones precursores y productos son 
separados en el tiempo si se realizan diferentes etapas secuenciales en el mismo 
analizador (IT) o separados en el espacio usando analizadores conectados en línea 
(QqQ y Q-ToF) (Wu y col. 2011). En el caso de la trampa iónica existe una ventaja 
adicional debido a la capacidad de este analizador para realizar MSn, lo que permite 
determinar los enlaces glicosídicos que componen los oligosacáridos. Sin embargo, 
esta no es una tarea trivial. Son pocos los estudios realizados hasta el momento en los 
que se determinan las estructuras químicas de oligosacáridos prebióticos mediante 
MSn (Hernández-Hernánez et al., 2012), siendo de especial interés profundizar en este 
campo. 
 
1.3.2.3. Técnicas multidimensionales 
En muchos casos las técnicas cromatográficas clásicas, incluso de alta eficacia, no 
son capaces de resolver completamente algunas de las complejas mezclas de 
carbohidratos presentes en los alimentos o en los ingredientes alimentarios. Un 
aumento importante del poder de separación se consigue mediante el acoplamiento 
de dos técnicas cromatográficas, lo que se denomina cromatografía multidimensional 
o en dos dimensiones.  
En la cromatografía multidimensional clásica (GC-GC, LC-LC,…), dos columnas de 
dimensiones convencionales con fases estacionarias distintas se acoplan en serie 
mediante una interfase, que permite la transferencia selectiva de una o varias 
fracciones (heart-cuts) de la primera a la segunda columna. En cambio, en las técnicas 
cromatográficas completas en dos dimensiones o bidimensionales (LC×LC, GC×GC) 
todo el eluyente de la primera columna es transferido a la segunda dimensión en la 
que la separación tiene lugar en condiciones de cromatografía rápida. Así, la totalidad 
de la muestra es sometida a dos procesos de separación diferentes en un único análisis 
(el tiempo de análisis total es similar al de un análisis monodimensional), pero siempre 
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preservando la separación conseguida en la primera dimensión, consiguiendo así un 
aumento importante del poder de separación (Montero y col., 2017).  
Hasta el momento únicamente la cromatografía de gases completa en dos 
dimensiones (GC×GC) se ha aplicado al análisis de carbohidratos (Marsol-Vall y col., 
2015, Brokl y col., 2010).  En GC×GC, dos columnas con fases estacionarias de distinta 
polaridad se acoplan mediante una interfase o modulador. La combinación de 
columnas más empleadas es una no polar en la primera dimensión (1D) y otra polar en 
la segunda (2D). Es la denominada combinación normal, separándose los analitos en 1D 
en función de su diferente volatilidad, mientras que en 2D lo hacen por sus 
interacciones específicas con la fase estacionaria, dando lugar a una separación 
pseudo-ortogonal. El principal elemento de esta técnica es el modulador, que es el que 
permite preservar la separación de los analitos conseguida en la 1D en el análisis en la 
2D. Existen varios tipos de moduladores siendo los más utilizados los térmicos y en 
concreto, los criogénicos. En estos moduladores se atrapan los analitos que eluyen de 
la 1D mediante nitrógeno líquido o anhídrido carbónico criogénico para su posterior 
volatilización y reinyección como banda enfocada en la 2D mediante aire caliente 
(Mondello y col. 2008). 
La GC×GC se ha empleado en el análisis de carbohidratos de la miel, 
consiguiendo separar la mayoría de los disacáridos de la miel por primera vez (Brokl y 
col., 2010) o en el análisis de disacáridos de manzana y melocotón (Marsol-Vall y col., 
2015) identificando hasta 10 disacáridos. También se ha aplicado con éxito al análisis 
de enantiómeros de monosacáridos (Myrgorodska, 2017).  
En el caso de cromatografía de líquidos bidimensional (LC×LC), hasta el momento 
no existen estudios relativos al análisis de carbohidratos debido a la dificultad que 
conlleva encontrar combinaciones de columnas que tengan buena ortogonalidad, o a 
desajustes causados por los diferentes disolventes de cada dimensión o las 
complicaciones para detectar los carbohidratos, siendo ésta, por tanto, una línea de 
investigación futura. 
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2. OBJETIVOS, METODOLOGÍA Y PLAN DE TRABAJO 
 
2.1. Objetivos 
En la actualidad, existe un gran interés por el estudio de compuestos bioactivos 
que, al ser incorporados a alimentos, permitan que estos no solo satisfagan las 
necesidades nutricionales básicas, sino que proporcionen beneficios para la salud del 
consumidor o reduzcan el riesgo de enfermedad. Entre dichos compuestos se 
encuentran los carbohidratos bioactivos generalmente presentes como mezclas 
complejas con diferentes grados de polimerización (DP), unidades monoméricas y 
enlaces glicosídicos. Además, dichas mezclas, ya sea en matrices naturales o en 
mezclas de síntesis, normalmente están acompañadas de otros carbohidratos 
mayoritarios que pueden interferir en sus propiedades bioactivas o en la evaluación de 
las mismas, como puede ser el caso de la lactosa en la leche de cabra. Por tanto, 
resulta de especial interés el desarrollo de nuevas metodologías que permitan la 
identificación y cuantificación de carbohidratos bioactivos. Dichas metodologías deben 
ir orientadas: (i) al desarrollo de nuevos métodos de fraccionamiento que sean 
robustos, eficaces y fácilmente escalables, para la eliminación de carbohidratos 
mayoritarios interferentes, permitiendo el análisis de los compuestos minoritarios de 
interés; (ii) a la búsqueda de métodos analíticos que permitan una mayor resolución de 
los analitos que, dada su similitud estructural generalmente con los métodos 
existentes en la actualidad, es baja y (iii) a la identificación estructural mediante el 
acoplamiento a MS.  
De acuerdo con estas consideraciones, el objetivo general de esta tesis, 
enmarcada dentro del proyecto AGR2011-7626 financiado por la Junta de Andalucía, 
se ha basado en el desarrollo de nuevos métodos de análisis de carbohidratos 
bioactivos, en concreto, de oligosacáridos de leche de cabra y de mezclas comerciales 
de carbohidratos prebióticos.   
 
 
Para conseguirlo se plantearon los siguientes objetivos parciales: 
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- Evaluar el potencial de la combinación de β-galactosidasas y levaduras para la 
eliminación de lactosa de la leche de cabra, preservando los oligosacáridos propios de 
la leche y minimizando la formación de nuevos galactooligosacáridos. 
- Desarrollar un método mediante GC-MS para el análisis de los trisacáridos de 
la leche de cabra. 
- Desarrollar una nueva metodología mediante LC-MS que permita llevar a cabo 
el análisis cuali- y cuantitativo de oligosacáridos de la leche de cabra. 
- Determinar la composición de oligosacáridos de calostro de cabra y su 
evolución durante el periodo de lactación. 
- Establecer relaciones entre la estructura de los carbohidratos y los datos 
cromatográficos y espectrométricos. Aplicación al análisis de trisacáridos. 
- Evaluar el potencial de la LC×LC para el análisis de carbohidratos bioactivos. 
Desarrollar un nuevo método que mejore la separación obtenida mediante LC 
monodimensional. 
 
2.2. Metodología y plan de trabajo 
Para alcanzar los objetivos parciales mencionados, se planteó el plan de trabajo 
que se muestra en la Figura 2.1., incluyendo dos grandes bloques: (i) el análisis de 
oligosacáridos de leche de cabra (Sección 3) y (ii) avances en la evaluación del 
comportamiento cromatográfico y espectrométrico en LC-MS para el análisis de 
carbohidratos prebióticos (Sección 4). A su vez, cada uno de estos bloques está 
constituido por distintas subsecciones, correspondientes a artículos ya publicados en 
revistas de alto índice de impacto o en proceso de publicación. 
A continuación, se detalla la metodología seguida en cada una de estas 
secciones: 
 
 Sección 3: Análisis de oligosacáridos de leche de cabra 
2. Objetivos, metodología y plan de trabajo 
 43 
o Sección 3.1. Desarrollo de un nuevo método de fraccionamiento basado 
en el empleo de enzimas y levaduras  
 Selección de β-galactosidasas para la eliminación de la lactosa 
 Optimización de condiciones experimentales del tratamiento con 
enzimas para calostro de cabra y lactosa patrón empleada como 
referencia 
 Evaluación del empleo de levaduras para la eliminación de glucosa 
galactosa 
o Sección 3.2. Desarrollo de un método mediante GC-MS para el análisis de 
oligosacáridos de leche de cabra.  
 Selección del programa de temperaturas del GC 
 Evaluación y selección de los agentes derivatizantes y las 
condiciones de reacción óptimas 
 Validación del método 
 Aplicación del método al análisis de carbohidratos presentes en 
calostro de cabra 
o Sección 3.3. Desarrollo y aplicación de una nueva metodología para el 
análisis cuali- y cuantitativo por LC-MS de los oligosacáridos de la leche de 
cabra: 
 Desarrollo de un método mediante HILIC-MS para el análisis 
cuantitativo de los oligosacáridos del calostro de cabra 
 Identificación exhaustiva de los oligosacáridos del calostro de 
cabra mediante nano-LC-chip-QToF MS  
 Aplicación a distintas muestras de calostro  
 Análisis cuali- y cuantitativo de los oligosacáridos de la leche de 
cabra durante el periodo de lactación  
 
  
2. Objetivos, metodología y plan de trabajo 
 44 
 Sección 4: Avances en la evaluación del comportamiento cromatográfico y 
espectrométrico en LC-MS para el análisis de carbohidratos prebióticos 
o Sección 4.1. Evaluación del comportamiento cromatográfico de di- y 
trisacáridos en LC-MSn 
 Estudio de los parámetros cromatográficos (anchura, simetría, 
resolución, etc.) para carbohidratos con distinto composición 
monomérica y enlace glicosídico empleando distintos modos de 
operación  
 Selección de posibles iones marcadores de los espectros de MS2 
para dichos compuestos. Establecimiento de relaciones de los 
espectros con la estructura química de los compuestos 
 Aplicación al análisis de trisacáridos  
o Sección 4.2. Desarrollo de un método para separar mezclas de di- y 
trisacáridos mediante LC×LC y su aplicación a carbohidratos prebióticos 
 Derivatización de carbohidratos 
 Selección de fases estacionarias en LC monodimensional 
 Optimización de condiciones cromatográficas y modulación en 
LC×LC 
 Aplicación al análisis de mezclas complejas de oligosacáridos 
prebióticos  
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 Figura 2.1. Plan de trabajo. 
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3. PREFACIO 
La leche de cabra es un alimento nutricionalmente completo y beneficioso para 
la salud, siendo menos alergénica y más digestible que las leches de otros mamíferos 
(Oliveira y col., 2015) y al igual que en estas leches, la lactosa es su carbohidrato más 
abundante (45-50 g L-1) (Martínez-Ferez y col., 2006). Muchas de las propiedades 
beneficiosas para la salud de la leche (Figura 3.1) tradicionalmente se han relacionado 
con sus proteínas, péptidos y ácidos grasos aunque, más recientemente, también se 
han asociado a su contenido en OS. 
Los péptidos bioactivos juegan un papel importante en el desarrollo y 
mantenimiento del metabolismo y de procesos inmunológicos y fisiológicos, lo que 
contribuye al desarrollo de productos funcionales en la industria láctea (Abeijón-
Mukdsi y col., 2013; Assis y col., 2016). 
Dentro de las proteínas, la αs1-caseína y la β-lactoglobulina son las principales 
responsables de las alergias a la leche, sin embargo en el caso de la leche de cabra 
tanto el tamaño de sus micelas como el contenido en αs1-caseína es menor que en la 
de vaca, lo que las hace responsables de una mejor digestibilidad y de disminuir la 
capacidad alergénica (Fiocchi y col., 2010; Koletzko y col., 2012).  
La fracción grasa de la leche de cabra se presenta en forma de glóbulos de 
cadena más pequeña que en la de vaca, uno de los factores que incrementa su 
digestibilidad (Verruck y col., 2019). Está compuesta principalmente por triglicéridos 
(∼98%) pero también existen otros compuestos en cantidades más pequeñas como 
fosfolípidos, colesterol, diacilgliceroles o ácidos grasos libres (Taylor y MacGibbon, 
2011). Dentro de los ácidos grasos destaca el ácido linoleico, que juega un papel 
importante en el desarrollo y mantenimiento de procesos metabólicos e 
inmunológicos (Abeijón-Mukdsi y col., 2013; Assis y col., 2016). Los conjugados del 
ácido linoleico (CLA) se han descrito con actividad reconocida en la inhibición del 
cáncer, de la ateroesclerosis y de mejorar las funciones del sistema inmune (Elwood, y 
col., 2010). 
Una ingesta completa y adecuada de calcio (Ca) es difícil de conseguir si no es a 
través del consumo de leche o derivados, en este sentido el consumo de leche se 
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considera importante debido a su rico contenido en minerales. En 2009, Ceballos y col. 
demostraron que en la leche de cabra el contenido de Ca, P, Mg, Fe and Cu es más alto 
que en la de vaca, en concreto el contenido en Ca era de un 28,4% más que en la leche 
de vaca. 
 
Figura 3.1: Resumen de las principales propiedades beneficiosas de la leche de cabra. 
 
Los oligosacáridos de la leche de cabra (COS) presentan una gran complejidad y 
son, en comparación con los de leches de otros rumiantes, los OS más parecidos a los 
presentes en la leche humana, tanto desde el punto de vista estructural como en su 
concentración (Martinez-Ferez y col., 2006; Meyrand y col., 2013; Giorgio y col., 2018). 
Los COS se han descrito como responsables de efectos beneficiosos para la salud 
humana como el desarrollo del sistema nervioso central e inmune del neonato (Mehra 
y Kelly, 2006), actuando además sobre la biota intestinal, con un efecto prebiótico 
(Martínez-Ferez y col., 2006b; Oliveira y col., 2012), efecto antiadherente de 
patógenos causantes de enfermedades gastrointestinales, como Campylobacter jejuni 
y Escherichia coli (Morrow y col. 2005; Newburg y col. 2005) o disminuyendo los 
síntomas de la diarrea (Newburg y col. 2005; Bode 2009). También se ha descrito que 
tienen un efecto antiinflamatorio en el intestino (Daddaoua y col. 2006; Lara‐Villoslada 
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y col. 2006), y mejoran la función de barrera de células epiteliales (Barnett y col., 
2016). Es por ello por lo que los COS se postulan como candidatos muy prometedores 
para ser suplementados en formulaciones infantiles y ser usados como una alternativa 
natural a la leche humana, siempre y cuando se desarrollen estrategias eficaces para 
su aislamiento o enriquecimiento (Kunz y Rudloff, 2006; Meyrand, 2013).  
Los COS  se componen de diversas estructuras con distintos DP (entre 3 y 7) que, 
generalmente, constan de un extremo reductor con una molécula de lactosa y una 
cadena constituida por distintas unidades monoméricas (tanto neutras como ácidas) 
unidas por diferentes enlaces glicosídicos. En el Anexo 2 de esta memoria se muestran 
las estructuras más características de COS. 
Los oligosacáridos neutros, al igual que en la leche humana, se encuentran 
formados por distintas unidades de Glc, Gal, Fuc y GlcNAc unidas a la lactosa. 
Adicionalmente, los COS pueden contener también N-acetilgalactosamina (GalNAc) 
(Mehra y Kelly, 2006). Los oligosacáridos neutros más abundantes de la leche de cabra 
son la 3´-galactosil-lactosa y la N-acetilglucosaminil-lactosa (30-50 mg L-1 y 20-40 mg L-
1, respectivamente; Meyrand y col., 2013). Ambos oligosacáridos se encuentran en la 
leche de cabra en concentraciones muy superiores a las encontradas en leches de 
otros mamíferos domésticos como la vaca y oveja (Martinez-Ferez y col., 2006; Oliveira 
y col., 2015). Además, y a diferencia de la leche bovina y ovina, se ha descrito la 
presencia de oligosacáridos fucosilados en la leche de cabra, aunque los estudios 
existentes sobre dichos OS son escasos. Es, por tanto, necesario llevar a cabo nuevos 
estudios que profundicen en el conocimiento de la composición de los COS para poder 
establecer relaciones entre su estructura química y sus propiedades bioactivas y 
evaluar sus similitudes o diferencias con los OS presentes en la leche humana (Oliveira 
y col., 2015).  
En relación a la fracción ácida de los COS, éstos presentan una o más unidades 
de ácido siálico (NeuAc) y, a diferencia de la leche humana, residuos de ácido N-
glicolilneuramínico (NeuGc) (Meyrand y col., 2013). Los OS ácidos mayoritarios en la 
leche de cabra son la 3´-sialil-lactosa y la 6´-sialil-lactosa (Martínez-Férez y col., 2006) 
y, al igual que los OS neutros, diferentes factores como la raza, número de partos, 
dieta, periodo de lactación, presencia de genes específicos, etc. pueden influir en su 
3. Análisis de oligosacáridos de leche de cabra 
 52 
composición (Mehra y Kelly, 2006; Meyrand y col., 2013; Claps y col., 2014; Foriga de 
Sousa y col., 2015). Los efectos biológicos de los OS ácidos se relacionan 
fundamentalmente con la presencia del ácido siálico y son de especial relevancia 
debido a su participación en el desarrollo cerebral y cognitivo del neonato (Wang, 
2003) y en el desarrollo del sistema inmune postnatal (Kunz y Rudloff, 2006; Giorgio y 
col., 2018).  
En la Tabla 3.1 se resumen los distintos OS identificados, hasta el momento, en la 
leche de cabra. A pesar de que se han identificado hasta 37 estructuras diferentes de 
COS (Meyrand y col., 2013) en cantidades comprendidas entre 250-300 mg L-1 
(Martínez-Férez y col., 2006; Mehra y Kelly., 2006), dista mucho de la alta 
concentración (12-13 g L-1) y de la gran diversidad de estructuras descritas para los 
HMOs (75 estructuras descritas por Meyrand y col., (2013) y 115 por Urashima y col., 
(2013)). Sin embargo, en comparación con leches de otros rumiantes, los COS superan 
unas 4 veces el contenido descrito en leche bovina y unas 10 veces el de la leche de 
oveja, presentando también una mayor variedad de estructuras (Urashima y col., 
2013).  
Los oligosacáridos de la leche son producidos únicamente en la glándula 
mamaria y se ha descrito que su composición varía significativamente, tanto cualitativa 
como cuantitativamente, durante el periodo de lactación (Martín-Sosa y col., 2003; 
Newburg y col., 2013; Balogh y col., 2015), lo que resulta relevante en la defensa y el 
desarrollo postnatal del individuo (Boehm y Moro, 2008). Aunque existen numerosos 
estudios relativos a los cambios producidos en los OS tanto de leche humana como 
bovina (Martín-Sosa y col., 2003; Fong y col., 2011; Newburg, 2013), la información 
sobre la evolución del perfil de oligosacáridos de la leche de cabra a lo largo del 
periodo de lactación es escasa y se limita al estudio de algunos COS, en concreto, 
ácidos como la 3’-sialil-lactosa, 6’-sialil-lactosa y disialil-lactosa (Claps y col., 2016), 
NeuAc y NeuGc (Formiga de Sousa y col., 2015). Recientemente, Marziali y col (2018) 
han estudiado la evolución de OS, tanto ácidos como neutros, tales como galactosil-
lactosa, 3’-sialil-lactosa, 6’-sialil-lactosa, sialil-lactosamina y glicolil-neuraminil-
lactosamina. Estos carbohidratos disminuyen drásticamente tras 48h de lactación, 
presentando una reducción de hasta un 70% a los 4 días de lactación. 
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Tabla 3.1: Lista de oligosacáridos de leche de cabra descrita por Meyrand y col., 2013. Código 
que indica el número de unidades de hexosa, fucosa, N-acetil hexosamina, ácido N-acetil 
neuramínico y ácido N-glicolil neuramínico de cada compuesto. b concentración no descrita en 
la bibliografía. 
Código ¿OS neutro (N) 
o ácido (A)? 
Masa (Da) Conc. descrita 
(g L-1) 
Nombre (abreviatura) 
21000 N 488,174 n.db α-2'-Fucosil-lactosa (2'-FL) 
30000 N 504,169 0,03-0,05 α-3'-Galactosil-lactosa (3-GL) 
30000 N 504,169 n.db β-6'-Galactosil-lactosa (6-GL) 
11100 N 529,201 
 
Fucosil-lactosamina 
20100 N 545,196 0,02-0,04 6'-N-Acetil-glucosaminil-lactosa (NAL) 
20010 A 633,212 0,05-0,07 6'-Sialil-lactosa (6-SL) 
20010 A 633,212 0,03-0,05 3'-Sialil-lactosa (3-SL) 
20001 A 649,206 0,04-0,06 6'-Glicolil-neuraminil-lactosa (NGL) 
40000 N 666,222 
  10110 A 674,238 n.db 6'-Sialil-lactosamina 
10101 A 690,233 
 
Glicolil-neuraminillactosamina 
30100 N 707,248 Trazas N-Acetil-glucosaminilhexosil-lactosa (NAHL) 
20200 N 748,275 Trazas Di-N-acetil-glucosaminil-lactosa (DNAL) 
30010 A 795,264 Trazas 3'-Sialil-6'-galactosil-lactosa (3-SHL) 
30010 A 795,264 Trazas 6'-Sialil-3'-galactosil-lactosa (6-SHL) 
30001 A 811,259 Trazas N-Glicolil-neuraminilhexosil-lactosa (SNGHL) 
50000 N 828,275 
  20110 A 836,291 
 
Sialil-N-acetilglucosaminillactosa (SNAL) 
31100 N 853,306 n.db Lacto-N-fuco-pentaosa III (LNFP III) 
31100 N 853,306 n.db Lacto-N-fuco-pentaosa V (LNFP V) 
40100 N 869,301 Trazas N-Acetil-glucosaminildihexosil-lactosa (NADHL) 
30200 N 910,328 
  20020 A 924,307 0,001-0,005 Disialil-lactosa (DSL) 
20011 A 940,302 Trazas Sialil-N-glicolil-neuraminil-lactosa (SNGL) 
20002 A 956,297 Trazas Di-N-glicolil-neuraminil-lactosa (DNGL) 
40010 A 957,317 Trazas Sialil-di-hexosil-lactosa (SDHL) 
60000 N 990,327 
  40200 N 1072,381 0,001-0,005 Lacto-N-hexaosa (LNH) 
30020 A 1086,360 Trazas Disialil-hexosil-lactosa 
30011 A 1102,355 Trazas Sialil-N-glicolil-neuraminilhexosil-lactosa (SNGHL) 
30300 N 1113,407 
  30002 A 1118,350 Trazas Di-N-glicolil-neuraminilhexosil-lactosa (DNGHL) 
20400 N 1154,434 
  41200 N 1218,438 
  31300 N 1259,465 
  40300 N 1275,460 Trazas N-Acetil-glucosaminil-lacto-N-hexaosa (NALNH) 
40210 A 1363,476 Trazas Sialil-lacto-N-hexaosa (SNLH) 
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Como se ha comentado anteriormente, el perfil de OS parecido al de la leche 
humana hace de la leche de cabra un ingrediente nutricional muy prometedor. La 
multitud de funciones biológicas atribuidas a los OS de la leche parecen estar 
relacionadas con sus características estructurales únicas (Aquino y col., 2017).  Sin 
embargo, debido a la gran complejidad estructural que presentan, con multitud de 
isómeros y posibilidades de unión de distintos monómeros a la lactosa y sus derivados, 
su caracterización no es tarea fácil y aún son muchos los COS que permanecen sin 
identificar.  
La alta concentración de lactosa presente en la leche de cabra (45-50 g L-1) en 
comparación con la de los COS (250-300 mg L-1) presenta una dificultad en la 
caracterización de estos oligosacáridos (Mehra y Kelly., 2006), por lo que se hace 
necesaria una etapa previa de fraccionamiento o eliminación de este discárido.  
Como se ha mencionado anteriormente en la introducción de esta memoria 
(sección 1.3.1), los métodos de fraccionamiento de carbohidratos más habituales se 
basan en el empleo de membranas, tratamientos con carbón activo, SEC y 
tratamientos microbiológicos o enzimáticos. 
Las tecnologías de membrana como la filtración y diafiltración han sido bastante 
utilizadas para el fraccionamiento de carbohidratos de la leche de cabra gracias a los 
altos rendimientos de recuperación de COS que se obtienen. Sin embargo, muchas 
veces estos altos rendimientos se alcanzan a expensas de la pureza final de los COS 
recuperados (Aquino y col., 2017). A modo de ejemplo, la metodología desarrollada 
por Martínez-Ferez y col., (2006) empleando membranas cerámicas tubulares en la 
que se combinaba un proceso de ultrafiltración y de nanofiltración, permitió reducir en 
un 95% el contenido inicial de la lactosa original, sin embargo, se observó la 
degradación de algunos oligosacáridos durante el proceso. En cambio, en 2008, estos 
autores consiguieron recuperar el 99% de los oligosacáridos iniciales aumentando la 
presión de la membrana. Un enfoque similar fue utilizado por  Oliveira y col. (2012) 
para la recuperación de los OS del suero de leche de cabra. El uso consecutivo de dos 
tipos de membranas de distinto tamaño de poro (25 kDa y 1 kDa) permitió la 
eliminación de las proteínas y glóbulos grasos pero dejando una elevada cantidad de 
lactosa remanente. El uso de una etapa posterior de fraccionamiento mediante SEC 
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permitió la obtención de diferentes fracciones de COS libres de lactosa. Sin embargo, a 
pesar del éxito del proceso, resulta tedioso y costoso. 
El uso de carbón activo para el fraccionamiento de los COS también ha sido 
descrito en la bibliografía. Urashima y col. (1991) utilizaron una columna de carbón 
activo junto con un proceso de diálisis, intercambio iónico, cromatografía en papel y 
SEC para aislar 4 trisacáridos neutros de calostro de cabra. Más recientemente se ha 
descrito el uso de cartuchos de carbón grafitizado para la obtención de una fracción 
enriquecida en COS previo a su análisis (Meyrand y col., 2013). Los cartuchos fueron en 
primer lugar activados con ACN y TFA y reequilibrados en agua. Se ha descrito que, en 
comparación con el método de lavado clásico con agua, el uso de estos disolventes 
disminuye la retención de la lactosa, mejorando su eliminación y aumentando la 
proporción de fase estacionaria disponible para la retención de los oligosacáridos 
(Robinson y col., 2018).  
El empleo de enzimas con actividad β-galactosidasa ha sido comúnmente usado 
para la reducción del contenido en lactosa en distintos tipos de leches para su 
consumo por personas intolerantes o con malas digestiones (Zhu y col., 2018). Este 
tipo de fraccionamiento puede emplearse tanto a nivel analítico como preparativo, y 
presenta grandes ventajas en cuanto a la sencillez del proceso y escaso manejo de la 
muestra, así como a su posibilidad de escalado (empleo de reactores). Sin embargo, 
existen muy pocos estudios al respecto en leche de cabra. Recientemente, Aquino y 
col. (2017) han desarrollado una metodología para la obtención de fracciones 
enriquecidas en COS, basada en la hidrólisis enzimática de la lactosa mediante una 
lactasa de Aspergillus oryzae previa al proceso de concentración con membranas. 
Mediante este proceso, los monosacáridos generados son fácilmente eliminados 
obteniendo un 75% de recuperación de los COS presentes en el permeado de suero de 
cabra inicial. No obstante, en este trabajo no se han tenido en cuenta las posibles 
reacciones de transgalactosilación que pudieran tener lugar durante este proceso, 
dando lugar a la formación de nuevos oligosacáridos que no estaban presentes en la 
leche original (Ruiz-Matute y col., 2012; Zhu y col., 2018). Por tanto, resultaría de gran 
interés desarrollar procesos enzimáticos para la eliminación de la lactosa, en los que se 
llegase a un compromiso entre la formación de GOS y la conservación de los 
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oligosacáridos bioactivos presentes en la leche de cabra para su potencial uso como 
ingredientes alimentarios.    
El análisis de los COS requiere del uso de metodologías analíticas avanzadas que 
permitan tanto su identificación como su cuantificación. La alta capacidad de 
separación de las técnicas cromatográficas y la información estructural adicional 
proporcionada por su acoplamiento a la espectrometría de masas (MS) son de especial 
utilidad a la hora de caracterizar mezclas complejas como es el caso de la fracción de 
los OS de la leche de cabra.  
La GC es una técnica muy utilizada para el análisis de carbohidratos de bajo peso 
molecular debido a su alto poder de resolución, sensibilidad y selectividad. Sin 
embargo, y como se ha comentado en la introducción (sección 1.3.2.1), para poder 
analizar los carbohidratos, estos deben ser derivatizados previamente. Mientras que la 
derivatización en el caso de OS neutros resulta trivial, no ocurre lo mismo en el caso de 
carbohidratos ácidos o básicos. En el caso de los oligosacáridos de la leche de cabra, 
los estudios realizados mediante esta técnica son muy escasos y la mayoría se limita a 
la determinación de la composición monomérica tras una etapa previa de hidrólisis o 
metanolisis de los OS (Viverge y col., 1997; Meyrand y col., 2013). En estos casos, la GC 
aporta una información complementaria a otras técnicas pudiéndose estimar la 
concentración total de OS en base a sus monómeros, sin embargo, se pierde 
información sobre la estructura y composición individual de cada OS.  
En cuanto a la LC, esta es la técnica más establecida para el análisis de 
oligosacáridos de leche de cabra debido a su alta versatilidad y múltiples modos de 
operación, y al no requerir, en principio, una etapa de derivatización previa. 
La HPAEC-PAD ha sido muy utilizada para la caracterización de los OS de la leche 
de cabra (Martínez-Férez y col., 2008; Martínez-Férez y col., 2009; Oliveira y col., 
2012). Sin embargo, debido a la complejidad de los perfiles obtenidos para los COS, la 
falta de patrones y la utilización de condiciones incompatibles con MS, dificulta mucho 
la identificación de compuestos desconocidos mediante esta técnica. El acoplamiento 
de LC a MS proporciona una caracterización mucho más completa, tanto desde el 
punto de vista cualitativo como cuantitativo de los oligosacáridos de la leche de cabra. 
El uso de MSn resulta muy interesante para la caracterización de OS, gracias a la 
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información estructural adicional que proporciona. Dong y col. (2016) realizaron un 
estudio de los OS libres y los N-glicanos liberados a partir de proteínas de suero de 
leche humana, leche bovina y leche de cabra mediante LC acoplada a un sistema 
híbrido de espectrometría de masas de trampa iónica-Orbitrap usando una columna de 
C18 y una de PGC a altas temperaturas. Los OS fueron previamente permetilados y los 
espectros de MS2 se utilizaron para la elucidación detallada de la estructura de los 
distintos isómeros. Se pudieron observar diferencias entre los N-glicanos permetilados 
derivados de proteínas de suero extraídas de las diferentes fuentes de leche, 
presentando un perfil más complejo que el de los oligosacáridos libres. Además, los N-
glicanos en la leche bovina estaban más sialilados que fucosilados, mientras que en 
leche de cabra y leche materna estaban altamente fucosilados. La MS en tándem de 
azúcares permetilados mostró una ventaja al distinguir los isómeros de enlace y 
ramificación. Por otra parte, Meyrand y col. (2013) utilizaron también una columna de 
PGC para la caracterización de OS de distintas leches de cabra empleando nano-LC-
Chip-Q-TOF MS. Gracias al empleo de la espectrometría de masas en tándem se 
confirmaron las estructuras de unos 30 COS, algunos de ellos desconocidos hasta el 
momento. Sin embargo, son muchas las estructuras que aún quedan sin identificar y 
los estudios sobre la leche de cabra muy limitados, por lo que la búsqueda de fases 
estacionarias con selectividad alternativa y que permitan una mejor separación de los 
distintos isómeros es de gran interés. 
Uno de los modos de operación más usados para el análisis de mezclas complejas 
de OS es la HILIC, ya que proporciona resoluciones apropiadas entre los diferentes 
isómeros y permite su acoplamiento a MS (Cheng y col., 2016; Yan y col., 2018; 
Juvonen y col., 2019). Sin embargo, hasta el momento no se ha aplicado al análisis y 
caracterización de los oligosacáridos de leche de cabra lo que podría ser de gran 
interés para intentar avanzar en el conocimiento y caracterización de estos 
compuestos. 
 
Considerando estos antecedentes, el objetivo general de esta sección de la tesis 
se centró en el desarrollo de métodos para el fraccionamiento y análisis de 
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oligosacáridos de leche de cabra. En concreto, la Sección 3.1 está basada en el artículo 
titulado “Selective biotechnological fractionation of goat milk oligosaccharides” de 
Martín-Ortiz y col. aceptado en el International Dairy Journal, 94 (2019) 38-45. En 
dicho trabajo se optimiza un método basado en el empleo de enzimas β-galactosidasas 
y levaduras para la obtención de una fracción de COS con bajo contenido de lactosa y 
de otros GOS.  
La Sección 3.2 recoge el artículo titulado “Development of a gas 
chromatographic-mass spectrometric method for the analysis of goat milk 
oligosaccharides” de Martín-Ortiz y col. en redacción para su publicación a una revista 
de Química Analítica, en el que se optimiza un proceso de derivatización para el 
análisis de oligosacáridos de leche cabra mediante GC-MS. Por último, en la Sección 
3.3 se pone a punto, por primera, vez un método mediante HILIC-MS en combinación 
con nano-LC-chip-Q-TOF MS para el análisis de OS de calostro de cabra. Estos 
resultados se han publicado en el artículo titulado “Characterization of goat colostrum 
oligosaccharides by nano-liquid chromatography on chip quadrupole time-of-flight 
mass spectrometry and hydrophilic interaction liquid chromatography-quadrupole 
mass spectrometry” de Martín-Ortiz y col. en la revista J. Chromatography A 1428 
(2016) 143-153. Este método ha resultado también de utilidad para el estudio de la 
evolución de los oligosacáridos de la leche de cabra durante el periodo de lactación. 
Dichos resultados constituyen la Sección 3.4 de esta Memoria y han sido publicados en 
la revista J. Agric. Food Chem. 65 (2017) 3523−3531, con el título “Changes in caprine 
milk oligosaccharides at different lactation stages analyzed by high performance liquid 
chromatography coupled to mass spectrometry” de Martín-Ortiz y col. 
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a b s t r a c t
Goat colostrum is a rich source of carbohydrates, mainly constituted by lactose, although several minor
bioactive oligosaccharides are also present. Analysis of these caprine milk oligosaccharides (COS) is not
straightforward, and usually requires a previous fractionation step to remove lactose. In this work, a
biotechnological fractionation methodology based on the use of a b-galactosidase from Kluyveromyces
lactis was optimised (pH, incubation time, goat milk:enzyme volume ratio) to hydrolyse lactose, pre-
serving the COS proﬁle. Best results were obtained after 15 min of enzymatic treatment using
0.68 U mL1 of enzyme at 37 C and pH 7. Efﬁcient removal of resulting monosaccharides was ﬁnally
carried out by the incubation of these samples with Saccharomyces cerevisiae (37 C, 24 h). Fractionation
of these carbohydrates could help to better determine COS structures and to expand the applications of
the puriﬁed COS in the food and pharmaceutical industries.
© 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction
Currently, goat milk is the world's third most produced variety
of milk (FAOstat, 2018). Its consumption is gaining great relevance
considering the numerous beneﬁcial properties associated to its
constituents (Verruck, Dantas, & Prudencio, 2019), such as anti-
inﬂammatory effects (Daddaoua et al., 2006), prebiotic activity
(Oliveira, Wilbey, Grandison, Duarte,& Roseiro, 2012) or expression
and development of brain and central nervous system functions
(Mehra & Kelly, 2006), among others. Apart from lipids and pro-
teins, goat milk is a rich source of carbohydrates, being lactose
(galactosyl-b-D-(1 / 4)-glucose) the most abundant one (around
44 g L1) (Martínez-Ferez et al., 2006a). Moreover, several neutral
and acidic minor oligosaccharides (OS), some of them similar to
those found in human milk, are present (Meyrand et al., 2013).
As previously reported, caprine milk oligosaccharides (COS)
have complex structures with different glycosidic linkages and
degrees of polymerisation (between 2 and 7) (Martin-Ortiz et al.,
2016; Meyrand et al., 2013). Monomeric units of glucose (Glc),
galactose (Gal), N-acetylglucosamine or N-acetylgalactosamine
(HexNAc) and fucose (Fuc) linked to a lactose core make up neutral
COS, whereas these monomers plus N-acetylneuraminic (Neu5Ac)
orN-glycolylneuraminic acid (Neu5Gc) form acidic OS. These OS are
found in goat milk at higher concentrations than in milks from
other farm mammals (Martínez-Ferez et al., 2006a), especially in
goat colostra, in which they are more abundant (Martin-Ortiz et al.,
2017; Mehra & Kelly, 2006). Different bioactive properties have
been recently attributed to COS, such as potential prebiotic activity
(Oliveira et al., 2012), reduction of intestinal inﬂammation (Lara-
Villoslada et al., 2006), and improvement of barrier function of
epithelial cell co-cultures (Barnett, Roy, McNabb, & Cookson, 2016).
Therefore, conveniently isolated COS could be a potentially prom-
ising functional food ingredient for improving intestinal health
which could be used in different foodstuffs (e.g., infant milks).
Considering the high concentrations of lactose and the similar
structure of the minor OS, the isolation of COS is challenging and
not straightforward. Several methods for the selective fractionation
of these carbohydrates have been proposed mainly based on the
removal of monosaccharides by membrane-based techniques
(Martínez-Ferez et al., 2009; Martínez-Ferez, Guadix, Zapata-
Montoya, & Guadix, 2008) or on the use of size exclusion chro-
matography (SEC) to fractionate OS according to their degree of
polymerisation (Martin-Ortiz et al., 2016, 2017). Among these
techniques, SEC provides relatively good yields of OS (81e92%) with
high degree of purity, although it has several disadvantages such as
it is a time-consuming technique, the permeation gel used is
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expensive and the sample obtained is relatively diluted
(Hernandez, Ruiz-Matute, Olano, Moreno, & Sanz, 2009).
The use of microbiological treatments for carbohydrate frac-
tionation has also been proposed. Among them, the use of
Saccharomyces cerevisiae has been proposed as a clean and easily
scalable biotechnological procedure to be applied for the removal
of interfering low molecular weight carbohydrates (LMWC) from
inositols-enriched legume extracts (Ruiz-Aceituno et al., 2013),
honeys (Ruiz-Matute et al., 2007; Sanz, Gonzalez, Lorenzo, Sanz
& Martínez-Castro, 2005) and prebiotic oligosaccharide mix-
tures such as galactooligosaccharides (GOS) (Goulas, Tzortis &
Gibson, 2007; Hernandez-Hernandez, Calvillo, Lebron-Aguilar,
Moreno, & Sanz, 2011) and fructooligosaccharides (Nobre et al.,
2016). However, lactose is not metabolised by this particular
yeast (Yoon, Mukerjea, & Robyt, 2003); therefore, it has not
directly been applied to milk samples. On the other hand, Kluy-
veromyces lactis has been traditionally used as industrial yeast in
dairy products, as it is generally recognised as a safe (GRAS)
microorganism and has a good growth yield and a higher b-
galactosidase activity as compared to other yeasts (Zolnere &
Ciprovica, 2017).
The employment of enzymes as b-galactosidases (EC 3.2.1.23) is
an attractive alternative to the carbohydrate fractionation and
different applications of commercial b-galactosidases [e.g., Max-
ilact® (DSM, Netherlands), HA-lactase® (Christian-Hansen,
Denmark)] have been efﬁcient for the elaboration of some foods
free of lactose such as ice-creams, milk drinks or dairy preparations
designed for elderly people (Montilla, Megías-Perez, Olano, &
Villamiel, 2015; Ruiz-Matute et al., 2012). Remarkably, there have
been efforts to transfer genes from K. lactis to S. cerevisiae to
generate genetically modiﬁed yeast strain(s) with the ability to
consume lactose (Rubio-Texeira, Arevalo-Rodríguez, Lequerica, &
Polaina, 2000). Nevertheless, most of those strains exhibited un-
suitable characteristics, such as genetic instability of the Lac
phenotype or diauxic growth.
In this context, the approach based on the combination of a b-
galactosidase enzyme exerting high hydrolytic activity with a yeast
strain efﬁcient in removing released monosaccharides could be a
successful strategy for the fractionation of carbohydrate mixtures
which are vastly dominated by lactose. de Moura Bell et al. (2016)
have proposed the use of a b-galactosidase from Aspergillus ory-
zae to hydrolyse the lactose from bovine colostrumwhey permeate
and improve the selectivity and efﬁciency of membrane processes
in the recovery of bioactive oligosaccharides.
However, to the best of our knowledge, applications of micro-
biological treatments to the removal of LMWC from goat milks are
scarce. Some studies have evaluated the use of commercial b-ga-
lactosidases (from K. lactis and/or from A. oryzae) to promote the
formation of new GOS (allolactose, 6'-galactobiose and 6'-galac-
tosyl-lactose) in reconstituted goat milk; however, the content and
preservation of COS was not evaluated and these studies were not
carried out for fractionation purposes (Pruksasri & Supee, 2013;
Zhu, Prosser, Zhu, Otter, & Hemar, 2018).
Only Aquino et al. (2017) have recently proposed a novel
approach based on the use of a b-galactosidase from A. oryzae,
followed by the treatment with S. cerevisiae and nanoﬁltration, for
the puriﬁcation at a large scale of oligosaccharides from goat milk.
However, during these treatments special care should be taken
with the degradation of the bioactive OS and the occurrence of
transgalactosylation reactions, which can give to new OS of
different composition. Aquino et al. (2017) stated that the b-
galactosidase from A. oryzae did not degrade the 3'-sialyl-lactose,
6'-sialyl-lactose and 6'-sialyl-lactosamine, as previously assayed
(de Moura Bell et al., 2016); however, the evolution of other OS and
the potential production of new OS was not evaluated. As far as we
know, the use of these treatments for the removal of lactose from
goat colostrum, has not yet been carried out.
Therefore, in this work, a biotechnological procedure using a
b-galactosidase from K. lactis (Lactozym® pure 6500 L) has been
optimised to hydrolyse lactose from a pooled goat colostrum
sample, keeping COS and minimising the formation of other OS by
transgalactosylation reactions. The approach was completed using
S. cerevisiae to remove the released galactose and glucose.
2. Materials and methods
2.1. Goat colostrum samples
For this study, colostrum from twelve individual Murciano-
Granadina goats reared at Hermanos Archiduque farm (Granada,
Spain) were kindly provided by Dr. A. Clemente (EEZ, CSIC; Spain).
Samples were collected, pooled, aliquoted and immediately frozen
at80 C until further analysis. Animals were cared and handled in
accordance with the Spanish guidelines for experimental animal
protection (Royal Decree 53/2013 on the protection of animals used
for experimentation or other scientiﬁc purposes) in line of corre-
sponding European Directive (2010/63/EU). An experimental pro-
tocol was approved by the Ethics Committee for Animal Research
from the Animal Nutrition Unit.
2.2. Enzyme and yeast
A commercial preparation b-galactosidase from K. lactis (Lac-
tozym® Pure 6500 L HP G) was kindly supplied by Novozymes
(Bagsvaerd, Denmark). The b-galactosidase activity as determined
by the manufacturer was 6500 LAU g1. S. cerevisiae type II from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, US) was activated with 1.5 mL of
Milli-Q water at the selected incubation temperature (37 C) for
30 min under stirring (160 rpm).
2.3. Carbohydrate standards
Glucose, lactose and 40-galactosyl-lactose were acquired from
Sigma-Aldrich. Galactooligosaccharides (GOS) synthesised accord-
ing to Martínez-Villaluenga, Cardelle-Cobas, Corzo, Olano, and
Villamiel (2008), using Lactozym 3000 L (Novozymes), were used
as reference.
2.4. Fat and protein removal
Fat and proteins were removed from the samples following the
methodology described by Martínez-Ferez, Guadix, and Guadix,
(2006b) with small modiﬁcations. Brieﬂy, samples were defatted
by centrifugation at 6500 g for 15 min at 5 C, then kept in an ice
bath for 30 min and ﬁltrated through Whatman Nº 1 ﬁlter paper to
remove the supernatant lipid layer, which was discarded.
The total protein fraction was precipitated by adding two vol-
umes of cold ethanol to the skimmed colostrum samples and
shaking for 2 h in an ice bath. The solution was then centrifuged at
6500 g for 30 min at 5 C and supernatant was carefully collected.
Ethanol was evaporated from the sample in a rotary evaporator
(Büchi Labortechnik AG, Flawil, Switzerland) at 37 C and the
remaining aqueous solution containing the carbohydrate fraction
was frozen and lyophilised.
2.5. Enzymatic treatment
2.5.1. Effect of pH
To select the optimal conditions for lactose hydrolysis, 350mg of
lactose were dissolved in 5 mL of different buffers: (i) 0.1 M sodium
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acetate at pH 4.5, (ii) 0.1 M sodium phosphate at pH 7 and (iii) 0.1 M
tris-(hydroxymethyl)-aminomethane-HCl (Tris-HCl) at pH 8. These
solutions (995 mL) were mixed with 5 mL, corresponding to
0.34 UmL1, of b-galactosidase and incubated at 37 C for 1 h under
constant stirring using a Thermomixer at 600 rpm. Samples were
taken at 0 and 1 h. After these times, the reaction was stopped at
100 C for 1 min and samples were immediately cooled in ice.
2.5.2. Effect of incubation time and enzyme concentration
Colostrum carbohydrate fraction (375 mg) and lactose (350 mg)
were independently dissolved in 5 mL of phosphate buffer at pH 7.
These amounts were chosen according to previous assays that
indicated that this lactose concentration was high enough to in-
crease the cost-efﬁciency of the hydrolysis process without satu-
rating the enzyme b-galactosidase (Diez-Municio, Montilla,
Moreno, & Herrero, 2014). Of these solutions 985e997 mL were
mixed with enzyme (3, 5, 10 and 15 mL, corresponding to 0.20, 0.34,
0.68 and 1.02 U mL1, respectively) to get a ﬁnal volume of 1 mL.
Incubations were carried out at 37 C and under constant stirring.
Aliquots of 100 mL were taken at 0, 1, 3, 5 and 8 h and the reaction
was stopped as indicated before. Evolution of OS during enzymatic
treatment was also studied at shorter incubation times using 5, 10
and 15 mL of enzyme (0.34, 0.68 and 1.02 UmL1), taking aliquots at
0, 15, 30 and 45 min. All samples were kept at 18 C for further
analyses. All assays were carried out in triplicate.
2.6. Yeast treatment
Yeast treatment was carried out as described by Ruiz-Aceituno
et al. (2013). Goat colostrum and lactose control samples, ob-
tained after incubation with b-galactosidase (0.68 U mL1) for
15 min, were treated with 1% (w/v) S. cerevisiae (Sigma-Aldrich) at
37 C under stirring for 30 h. All assays were done in triplicate.
Aliquots were taken just before yeast addition (time 0) and at
10 min, 2, 4, 6, 24 and 30 h of treatment. Then, they were centri-
fuged at 4400g at 10 C for 10 min and ﬁltered throughWhatman
No. 4 ﬁlters to remove yeast, and kept at 20 C until analysis.
2.7. Analysis by high performance anion exchange chromatography
with pulsed amperometric detection
Prior to high performance anion exchange chromatography
with pulsed amperometric detection (HPAEC-PAD) lactose deter-
mination, samples were diluted 1/20 (v:v) using Milli-Q water. For
OS analyses, samples were analysed without dilution. A ICS-2500
Dionex system (Dionex Corp., Sunnyvale, CA, USA) consisting of a
GP50 gradient pump, an automatic injector and an ED50 electro-
chemical detector with a gold working electrode and a Ag/AgCl
reference electrode was used. Separation of carbohydrates was
carried out on a CarboPac PA 1 guard column (50  4 mm) and a
CarboPac PA-1 anion-exchange column (250  4 mm) (Dionex
Corp.). Different linear gradients using 150 mM sodium hydroxide
(VWR, Barcelona, Spain) as solvent A and 50 mM sodium acetate
(Merck, Madrid, Spain) in 150 mM sodium hydroxide as solvent B
were tested. Optimal conditions for lactose analysis (ramp 1) were
as follows: Eluent B was kept at 5% for 1 min, changed to 10% in
1 min, kept at these conditions for 3 min, changed to 40% in 1 min
and kept constant for 5min. After each run, the columnwaswashed
with 100% of eluent C (150 mM sodium hydroxide and 1 M sodium
acetate) and re-equilibrated for 10min at initial conditions; 20 mL of
testing samples were injected. Optimal chromatographic condi-
tions for the analysis of OS (ramp 2) were: Eluent B was kept at 5%
for 1 min, changed to 10% in 1 min, kept at these conditions for
18 min, changed to 40% in 1 min and kept constant for 5 min. After
each run, the column was washed with 100% of eluent C (150 mM
sodium hydroxide and 1 M sodium acetate) and then, re-
equilibrated for 10 min at initial conditions; several injection vol-
umes (between 50 and 100 mL) of testing samples were assayed.
All eluents were degassed by ﬂushing helium. In both cases, the
ﬂow rate was 1.0 mL min1 and the column temperature 25 C.
Carbohydrates were detected using triple pulsed amperometry
with the following potentials and durations: E1 ¼ þ0.15 V
(t1 ¼ 400 ms), E2 ¼ þ0.75 V (t2 ¼ 200 ms), E3 ¼ 0.6 V and
E4 ¼ 0.8 V (t3 ¼ 200 ms). Acquisition and processing of data were
carried out using the Chromeleon software version 6.7 (Dionex
Corp., Sunnyvale, CA).
Quantitative analysis of monosaccharides (glucose þ galactose),
disaccharides (lactose, allolactose and trehalose) and oligosaccha-
rides (GOS and COS) in colostrum samples was performed in trip-
licate using external standard calibration curves of glucose,
lactose and 40-galactosyl-lactose, respectively, within the range
0.001e2.0 mg mL1. Calibration curves were: glucose,
y ¼ 638.43x þ 2.9128 (R2 ¼ 0.9932); lactose, y ¼ 348.05x þ 10.78
(R2 ¼ 0.9874); 40-galactosyl-lactose, y ¼ 232.86x e 0.1037
(R2 ¼ 0.9970). Results were expressed in mg g1 of defatted and
deproteinised colostrum sample.
2.8. Statistical analysis
For statistical analysis the Univariate analysis of variance
(ANOVA) and Tukey test (SPSS software) were used. Differences
were considered to be signiﬁcant at P < 0.05.
3. Results and discussion
3.1. Analysis of goat colostrum
Lactose and oligosaccharides from pooled goat colostrum could
not be analysed in a single run, considering the differences in
their respective concentrations. Therefore, two chromatographic
methods (different dilutions of the samples, injection volumes
and chromatographic conditions) were used as indicated in the
Materials and methods section.
Fig. 1A shows the HPAEC-PAD proﬁle of the carbohydrate frac-
tion of pooled goat colostrum eluted using ramp 2 and 75 mL of
injection volume. Under these chromatographic conditions,
glucose þ galactose (peak 1) and lactose (peak 2) were separated
from COS (peaks 3 and 4), allowing the quantitation of these minor
carbohydrates. All detected peaks were satisfactorily resolved with
the exception of a coelution between lactose and a peak eluting at
3.8 min (labelled as 3a). By comparing this chromatographic proﬁle
with that of the reference GOS (obtained under conditions previ-
ously reported byMartínez-Villaluenga et al., 2008) and with those
thoroughly described in the literature (Rodriguez-Colinas et al.,
2011; Yin, Bultema, Dijkhuizen, & van Leeuwen, 2017), this peak
was tentatively assigned as 6'-galactosyl-lactose (b-D-galactosyl-b-
D-(1 / 6)-lactose). Unfortunately, this carbohydrate could not be
quantiﬁed without interferences at goat colostrum. The presence of
6'-galactosyl-lactose had been previously detected in goat milk at
low concentrations (Meyrand et al., 2013). Other peaks eluting
between 5 and 7.5 min (peaks 3) were identiﬁed as trisaccharides,
constituted by galactose and glucose units by comparison with the
reference GOS sample and according to those reported in the
literature (Cardelle-Cobas et al., 2009; Zolnere & Ciprovica, 2017).
Considering that 3'- galactosyl-lactose is the most abundant
trisaccharide previously detected in goat milks (Mehra & Kelly,
2006; Meyrand et al., 2013), peak 3b was tentatively assigned to
this trisaccharide. These carbohydrates (peaks 3) were identiﬁed in
this work as COSg. Peaks eluting between 8.8 and 11 min and be-
tween 16 and 21 min, only present in pooled goat colostrum, were
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assigned as COSc (peaks 4). A lactose standard solution (control)
was also analysed under these conditions for comparative purposes
(Fig. 1B).
3.2. Effect of pH conditions on lactose hydrolysis
Table 1 shows the percentages of resulting carbohydrates from
the hydrolysis of lactose standard (75 mg mL1) by the action of b-
galactosidase from K. lactis (0.34 U mL1) for 1 h at 37 C using
different buffer solutions (pH 4.5, 7 and 8). While lactose could
hardly be hydrolysed at pH 4.5 and pH 8 (98.2% and 94.1% of lactose
remaining), this reaction was successful at pH 7 (1.6% of lactose
remaining). Minor amounts of different GOS were produced under
these conditions. Therefore, 0.1 M sodium phosphate at pH 7 was
selected for further studies. Martínez-Villaluenga et al. (2008)
found that inactivation of b-galactosidase from K. lactis was at pH
5.5 and the optimal pH conditions for the hydrolysis of lactosewere
Fig. 1. HPAEC-PAD proﬁle of carbohydrates present in samples before enzymatic treatment [(A) pooled goat colostrum and (B) lactose standard] and after 45 min of b-galactosidase
incubation (0.68 U mL1) [(C) pooled goat colostrum and (D) lactose standard]. Peaks are: 1, glucose þ galactose; 2, lactose; 3, COSg; 3a, 6'-galactosyl-lactose; 3b, 3'-galactosyl-
lactose; 4, COSc; 5, allolactose; 6, GOS trisaccharides; 7, COSh.
Table 1
Percentage of carbohydrates obtained after incubation of lactose with b-galactosi-
dase (K. lactis) for 1 h at 37 C at different pH values.a
Carbohydrate Percentage obtained
pH 4.5 pH 7 pH 8
Glucose þ galactose 1.8 (0.1) 98.0 (0.1) 5.51 (0.05)
Lactose 98.2 (0.1) 1.60 (0.05) 94.1 (0.4)
Oligosaccharides 0.0 0.40 (0.03) 0.3 (0.2)
a Values are given with standard deviation in parentheses.
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between 6.5 and 7.5. However, these conditions were also optimal
for the production of GOS. Then, as one of the aims of this workwas
to minimise GOS production, evaluation of incubation time and
enzyme concentration was further carried out.
3.3. Effect of incubation time and enzyme concentration on lactose
hydrolysis
Once the pH conditions were chosen, the effect of incubation
time and enzyme concentration was evaluated to select the most
appropriate conditions to maximise lactose hydrolysis. Fig. 1C and
D show the HPAEC-PAD proﬁles of the goat colostrum and the
lactose standard (control), respectively, after incubation with
0.68 U mL1 of b-galactosidase (K. lactis) for 45 min. As it can be
observed, and comparing with Fig. 1A and B, lactose (peak 2)
experimented a markedly decrease in these samples, while
glucose þ galactose (peak 1) noticeably increased.
Fig. 2 shows the changes of lactose content (%) experimented in
both goat colostrum (Fig. 2A) and lactose control sample (Fig. 2B)
during enzymatic treatment using different b-galactosidase con-
centrations. While a concentration of 0.20 U mL1 of enzyme was
not enough to hydrolyse the lactose present in the control and in
the goat colostrum, even after 8 h of treatment (45 and 20% lactose
remaining, respectively), better results were obtained using 0.34,
0.68 and 1.02 U mL1 of enzyme, respectively. Under these condi-
tions, concentrations of lactose lower than 5% after 1 h of b-
galactosidase treatment were detected.
The efﬁciency of the lactose hydrolysis was then evaluated in
both goat colostrum and lactose control samples at shorter reaction
times (15, 30 and 45 min) using 0.34, 0.68 and 1.02 U mL1 of
enzyme, respectively (Fig. 3). While only 15 min of incubationwere
enough to remove more than 95% of lactose using 0.68 and
1.02 UmL1 of enzyme, 60 min of treatment were required to reach
these results using 0.34 U mL1 of enzyme. Therefore, 0.68 and
1.02 U mL1 of enzyme were selected for further studies.
3.4. Effect of enzymatic treatment on OS concentrations
To choose the optimal conditions is also necessary to evaluate
the effect of the enzymatic treatment on COS (COSc and COSg)
concentrations and GOS production to minimise the degradation of
COS and the formation of GOS by transgalactosylation reactions.
During enzymatic treatment, new peaks eluting between 3 and
7min (peaks 6), were observed in both goat colostrum (Fig. 1C) and
lactose control sample (Fig. 1D). Peak eluting at 3.4 min (peak 5)
was identiﬁed as allolactose (6-O-b-D-galactosyl-D-glucose) by
comparison with the GOS reference sample and with that reported
elsewhere (Zolnere & Ciprovica, 2017). Moreover, an increase in 60-
galactosyl-lactose (peak 3a) was also observed. These carbohy-
drates were produced as a result of transgalactosylation reactions.
Fig. 2. Evolution of lactose content (%) during b-galactosidase treatment at long in-
cubation times at pH 7 and using different concentrations of enzyme ( , 0.20 U mL1;
, 0.34 U mL1; , 0.68 U mL1; , 1.02 U mL1) in pooled goat colostrum (A) and in
lactose standard solution (B).
Fig. 3. Evolution of lactose content (%) during b-galactosidase treatment at short in-
cubation times at pH 7 and using different concentrations of enzyme ( , 0.34 U mL1;
, 0.68 U mL1; , 1.02 U mL1) in pooled goat colostrum (A) and in lactose standard
solution (B).
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This is in good agreement with that previously reported
(Chockchaisawasdee, Athanasopoulos, Niranjan, & Rastall, 2005;
Zolnere & Ciprovica, 2017) regarding the high production of GOS
with linkages b-(1/ 6) after transgalactosylation reactions cata-
lysed by Lactozym® 3000 L HP G.
Peaks eluting between 4.4 and 7 min, corresponding to GOS
trisaccharides (peaks labelled as 6), were also obtained by trans-
galactosylation catalysed by the enzyme and were produced in
both goat colostrum and lactose control. Moreover, during these
treatments the production of new minor OS (tR: 7.2 min;
11e14.5 min; 19e20 min) was detected only in goat colostrum.
These carbohydrates could be the result of the hydrolysis of higher
molecular weight COS during enzymatic treatment or due to
transferase reactions with COSc acting as acceptors of galactose.
These peaks were labelled in this work as COSh (peaks 7). In gen-
eral, small qualitative differences were observed in COS proﬁle
of goat colostrum before (Fig. 1A) and after (Fig. 1C) enzymatic
treatment.
Regarding quantitative analysis, Fig. 4 shows the evolution of
total OS (COSc, COSg, COSh and GOS) of goat colostrum during
enzymatic treatment using 0.68 U mL1 (Fig. 4A) and 1.02 U mL1
(Fig. 4B). Individual behaviours of all OS quantiﬁed in this study for
each enzyme concentration are shown in Supplementary material
Figs. S1 and S2.
GOS concentration signiﬁcantly increased up to 30 min of in-
cubationwith 0.68 UmL1 of enzyme and 15 minwith 1.02 UmL1
of enzyme, reaching the highest values under the latter conditions
(70.08 mg g1 colostrum sample), with allolactose experimenting
the highest increase (Figs. S1 and S2). At longer incubation times,
concentration of GOS decreased, probably due to their hydrolysis.
In general, lower concentrations of GOS were obtained with
0.68 UmL1 of enzyme (maximum: 40.12mg g1 colostrum sample
at 30 min).
Regarding COSh, a signiﬁcant increase of these OS was observed
for both 0.68 and 1.02 UmL1 of enzyme from 15min of incubation;
however, concentrations of these carbohydrates were tiny and
lower than 2.8 mg g1 colostrum sample. A higher number of peaks
corresponding to COShwere detected when 1.02 UmL1 of enzyme
was used (12 versus 7 using 1.02 U mL1 and 0.68 U mL1 of
enzyme, respectively); however, none of them showed concentra-
tions higher than 0.5 mg g1 colostrum sample (Supplementary
material Figs S1 and S2). Therefore, considering that the aim of
this work was to minimise GOS production and to preserve COS
proﬁle, 0.68 U mL1 of enzyme was selected as optimal concen-
tration of b-galactosidase treatments.
A signiﬁcant increase of COSg (Fig. 4A) was observed during the
whole treatment, due to the production of 6'galactosyl-lactose by
transgalactosylation reactions. However, the lowest concentrations
of COSg were observed at 15, 45 and 60 min of incubation.
Regarding COSc, no signiﬁcant changes on their concentrationwere
observed at 15 min. Therefore, 0.68 U mL1 of enzyme, 37 C,
15 min and pH 7 were selected as optimal conditions. In this
sample, 24mg COSg, 20mg of GOS, 30mg of COSc and 1mg of COSh
per g of pooled goat colostrum sample were present. However, high
concentrations of glucose and galactose (348.5 mg g1 of colostrum
sample) were produced. Then, the use of an additional treatment to
remove these monosaccharides using yeast was evaluated.
3.5. Yeast treatment
Pooled goat colostrum sample, previously treated with
0.68 U mL1 of enzyme for 15 min was submitted to a yeast
treatment (S. cerevisiae at 37 C). As shown in Fig. 5, the mono-
saccharides glucose and galactose exhibited a sharp decrease dur-
ing the ﬁrst hours of treatment and only low percentages (10%)
remained after 6 h. On the contrary, lactose was kept constant
during the whole treatment. As expected, trehalose (a-D-gluco-
pyranosyl-(1/1)-a-D-glucopyranoside), produced as consequence
of yeast metabolism (Jules, Guillou, Francois, & Parrou, 2004), was
also detected from the beginning of the treatment. This carbohy-
drate was totally removed at 24 h of treatment. No noticeable
changes in COS were detected under these conditions; this is in
good agreement with Hernandez et al. (2009), who reported that
carbohydrates with b-linked galactose and glucose units could not
be hydrolysed by S. cerevisiae due to the absence of enzymes in this
yeast able to hydrolyse this linkage. Therefore 24 h of S. cerevisiae
incubation was selected as the optimum time.
Fig. 4. Concentration (mg g1) of oligosaccharide ( , COSc; , COSg; , COSh; ,
GOS) during b-galactosidase treatment at short incubation times at pH 7 and using
different concentrations of enzyme in pooled goat colostrum (A, 0.68 U mL1; B,
1.02 U mL1). Different letters indicate signiﬁcant difference (P < 0.05) among the
oligosaccharide concentrations.
Fig. 5. Evolution of lactose ( ), trehalose ( ) and monosaccharide
(galactose þ glucose, ) contents (%) upon Saccharomyces cerevisiae incubation during
30 h at 37 C in pooled goat colostrum previously treated with b-galactosidase from
Kluyveromyces lactis.
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4. Conclusions
Selective removal of lactose, and the resulting glucose and
galactose, from pooled goat colostrum has been successfully ach-
ieved using a biotechnological procedure based on the com-
bined use of b-galactosidase from K. lactis (optimal conditions:
0.68 U mL1 of enzyme, 37 C, 15 min and pH 7) and yeast from
S. cerevisiae (optimal conditions: 37 C, 24 h). Under these condi-
tions 55 mg of COS, 20 mg of GOS and 21 mg of lactose per g of
pooled goat colostrum sample were remaining.
This is a clean, food-grade and straightforward scalable frac-
tionation methodology, which could be easily applied for the
feasible enrichment of bioactive oligosaccharides from milk sam-
ples. The resulting high-value added product could ﬁnd immediate
applications in areas dealing with the development of novel
nutraceuticals, functional foods and/or food supplements. The cost-
efﬁcient and food-grade conversion of goat colostrum whey
permeate to manufacture novel hetero-oligosaccharides based on
the combination of conveniently enriched endogenous bioactive
oligosaccharides and enzymatically-synthesised GOS, but keeping
the main COS structures, may be appealing for the dairy industry.
This interest is sparked by the fact that the industrial production of
human milk oligosaccharides is not currently feasible, which leads
to the necessity of searching for suitable replacers as it is the case of
GOS. Therefore, further scientiﬁc studies could be orientated to-
wards the comparison of the functional properties of hetero-
oligosaccharides obtained from different milk sources, most
promisingly goat milk, to unravel their additional advantages, if
any, as compared with conventional GOS.
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Abstract  26 
A method for the analysis of goat milk trisaccharides by gas chromatography coupled to 27 
mass spectrometry (GC-MS) has been optimized. Different derivatization reagents 28 
(nature and amounts), temperatures and times of reaction were evaluated for several 29 
carbohydrates (i.e., 2’-fucosyl-lactose, 3’-galactosyl-lactose, 3’-sialyl-lactose, 30 
lactosamine). Accurate and reproducible results were obtained for most of the 31 
investigated carbohydrates using N-methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide + 1% 32 
trifluoroacetic acid at 45ºC for 30 min. Other reagents, such as trimethylsilylimidazole, 33 
were successfully used for 3’-galactosyl-lactose and lactosamine derivatization, 34 
although failed in the total derivatization of 2’-fucosyl-lactose and 3’-sialyl-lactose. 35 
Under optimal experimental conditions, linear responses (i.e., R2 better than 0.974) 36 
were obtained in the tested range of 0.05-0.5 mg mL-1 of the derivatized target 37 
compounds. The developed method was successfully applied to the analysis of 38 
trisaccharides present in goat milk. 39 
 40 
Keywords 41 
Carbohydrate derivatization, trimethylsilyl oximes, gas chromatography-mass 42 
spectrometry, goat milk oligosaccharides 43 
 44 
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 51 
1. Introduction 52 
Goat milk is constituted by a complex mixture of oligosaccharides with different 53 
glycosidic linkages, degrees of polymerization (DP) and monomeric composition. 54 
Among them, the existence of: i) neutral oligosaccharides, whose structures are mainly 55 
based on lactose with the addition of neutral monosaccharides such as glucose or 56 
galactose (Hex), N-acetylglucosamine or N-acetylgalactosamine (HexNAc) and  fucose 57 
or deoxyhexose (Fuc) and ii) acidic oligosaccharides, containing acidic components 58 
such as N-acetylneuraminic  (Neu5Ac) or N-glycolylneuraminic acid (Neu5Gc) has 59 
been reported [1]. Goat milk is constituted by oligosaccharides with DP between 3 and 60 
7 but mainly by DP 3. This wide structural diversity and the low abundance of these 61 
compounds in goat milk compare to that of lactose make their characterization a 62 
difficult task.  63 
Several techniques have been proposed for the analysis of these oligosaccharides. 64 
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) is a powerful tool for the identification of new 65 
oligosaccharides [2,3]; however it requires a high purification of target compounds [4]. 66 
Liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS) is often the technique 67 
of choice for both qualitative and quantitative analysis, mainly using hydrophilic liquid 68 
chromatography (HILIC) as operation mode [5,6,7]. Regarding qualitative 69 
determination, it provides valuable information due to the identification capacity of 70 
mainly tandem MS analyzers, such as quadrupole-time of flight (QToF) [1,8]. However, 71 
quantitative analysis is not straightforward. Separation of isomers is usually poor [9] 72 
and a non-linear response could be obtained using QToF MS, due to the fluctuations of 73 
capillary voltage. In these cases, quantitative analysis of milk oligosaccharides is 74 
usually carried out either by high performance anion exchange chromatography 75 
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(HPAEC) with a pulse amperometric detector (PAD) [10] or by gas chromatography 76 
coupled to mass spectrometry (GC-MS) [9,11]. The problems associated to the coupling 77 
of HPAEC to MS detectors due to the extreme mobile phase conditions used and lack of 78 
individual commercial standards, hamper the proper analysis of goat milk 79 
oligosaccharides by the first technique. 80 
Regarding GC-MS, it is one of the most widespread separation techniques for low 81 
molecular weight carbohydrates due to its high resolution, efficiency and identification 82 
capacity [12]. However, it has been mainly used for the analysis of the monomeric 83 
composition of the OS previously hydrolyzed [1] and to determine specific glycosidic 84 
linkages through methylation reactions [13]. In these cases, the qualitative and 85 
quantitative information about the individual oligosaccharide structures is lost, but the 86 
total oligosaccharide concentration is determined. 87 
To the best of our knowledge, the analysis of intact goat milk trisaccharides by GC-MS 88 
has not been carried out yet in the literature, mainly considering the low volatility and 89 
thermal stability of these compounds and the mandatory use a previous derivatization 90 
step. Among the different established reactions, trimethylsilylation is the most 91 
widespread for the GC analysis of saccharides and polyalcohols, considering the good 92 
volatility and stability characteristics of the derivatives formed [14]. While this reaction 93 
is clearly established for hexosyl-hexoses [15,16], non-reproducible or partial 94 
derivatization reactions could take place for other carbohydrates with specific functional 95 
groups, such as imino- or acidic sugars [17]. Then, an optimization of the derivatization 96 
reaction using appropriate standards is essential previous to the analysis of real samples.  97 
Thus, the aim of this work was to optimize a trimethylsilylation reaction (including 98 
silylation reagent, time and temperature) using different standards, both acidic and 99 
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neutral, and to apply the optimal conditions to the analysis of the main goat milk 100 
carbohydrates. 101 
 102 
2. Materials and methods  103 
2.1. Standards, reagents and samples  104 
Analytical standards of 2’-fucosyl-lactose, 3’-sialyl-lactose sodium salt, 6’-sialyllactose 105 
sodium salt and N-acetyl-lactosamine (NAL) were acquired from Carbosynth 106 
(Berkshire, UK). 3’-galactosyl-lactose, 4’-galactosyl-lactose and 6’-galactosyl-lactose 107 
were acquired from Dextra Laboratories (Reading, UK). 108 
Goat milk sample from 30 days of lactation was obtained from one Murciano-109 
Granadina goat from an experimental farm located at Estación Experimental del Zaidín 110 
(Granada, Spain). The sample was aliquotted and immediately frozen at −80ºC for 111 
further analysis.  112 
All derivatization reagents such as hexamethyldisilazane (HMDS), 113 
trimethylsilylimidazole (TMSI), N-O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) + 114 
1% trimethylchlorosilane (TMCS), N-methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide 115 
(MSTFA) and trifluoroacetic acid (TFA) were obtained from Sigma Chemical Co (St. 116 
Louis, USA). TMCS were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). 117 
 118 
2.2. Fat, protein and lactose removal from goat milk 119 
Fat and proteins were removed from milk using the methodology described by 120 
Martínez-Ferez et al. [18], which consist in centrifugation at 6500 × g for 15 min at 5ºC, 121 
kept in an ice bath for 30 min and filtrated through Whatman No. 1 filter paper to 122 
remove and discard the supernatant lipid layer. The total protein fraction was 123 
precipitated by adding two volumes of cold ethanol to the skimmed milk samples and 124 
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after shaking for 2 h in an ice bath, centrifuged at 6500 × g for 30 min at 5ºC to 125 
carefully keep the supernatant. Ethanol was evaporated from the sample in a rotary 126 
evaporator (Büchi Labortechnik AG, Flawil, Switzerland) at 37ºC. The remaining 127 
aqueous solution containing the carbohydrate fraction was lyophilized. 128 
Taking into account the interference in the analysis of minor oligosaccharides due to the 129 
high amounts of lactose present in goat milk, samples were submitted to size exclusion 130 
chromatography (SEC) to remove mono- and disaccharides, obtaining an enriched 131 
oligosaccharide fraction. For this purpose, 25 mL of milk carbohydrate solution (20% 132 
w/v) were injected into a Bio-Gel P2 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) column (90 cm × 5 133 
cm) using water as the mobile phase at a flow of 1.5 mL min−1 and maintained at 4ºC. 134 
The degree of polymerization (DP) of collected fractions was determined by 135 
electrospray ionization-mass spectrometry (ESI-MS) on an Agilent 1200 series HPLC 136 
system (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA) coupled to a quadrupole HP-1100 mass 137 
detector at positive polarity selecting the corresponding m/z values. Fractions with DP 3 138 
were pooled and freeze-dried. Recovery of DP3 carbohydrates from SEC (n=3) was as 139 
follow: 40% galactosyl-lactoses, 45% 2’-fucosyl-lactose, 52% 3’-sialyl-lactose, 97% 6’-140 
sialyl-lactose and 95% 6’-sialyl-lactosamine. 141 
 142 
2.3. Derivatization procedures 143 
For the optimization of the derivatization process, neutral (2’-fucosyl-lactose, 6’-144 
galactosyl-lactose and N-acetyl-lactosamine) and acidic (3’-sialyl-lactose) 145 
carbohydrates, previously described in goat milk [7] were selected. Carbohydrates (0.2 146 
mg mL-1) were dissolved in ethanol:water (70:30, v/v), mixed with 0.1 mL of phenyl-β-147 
D-glucoside (1 mg mL-1) used as internal standard and dried under vacuum at 40 °C. 148 
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A two-step derivatization procedure was followed. The first step was based on an 149 
oximation reaction, which reduces the number of peaks corresponding to reducing 150 
sugars and simplifies the analysis of complex mixtures [16]. As previously described, 151 
oximes were formed using 350 μL of 2.5% hydroxylamine chloride in pyridine at 75ºC 152 
for 30 min [19]. 153 
Trimethylsilylation was carried out using 350 μL of the different silylation reagents 154 
[i.e., TMSI:TMCS (1:1, v/v), HMDS+10% TFA, HMDS+1% TMCS, BSTFA+1% 155 
TMCS and MSTFA+1% TMCS] at  different temperatures (25, 45 and 60ºC) and times 156 
(10, 30 and 60 min). After centrifugation, 1 μL of supernatant was taken for injection. 157 
All assays were carried out in triplicate. 158 
Goat milk oligosaccharide fraction (20 mg) were dissolved in ethanol:water (70:30, 159 
v/v), mixed with 0.1 mL of phenyl-β-D-glucoside (1 mg mL-1)  and dried under vacuum 160 
at 40 °C. Samples were derivatized under optimized conditions and analysed by GC. 161 
  162 
2.4. Carbohydrate analysis 163 
Qualitative analysis of derivatized carbohydrates was carried out by GC-MS using a 164 
7890 gas chromatograph coupled to a 5975 quadrupole mass detector (both from 165 
Agilent, Palo Alto, CA, USA), using helium at ~1 mL min-1 as the carrier gas. A 25 m x 166 
0.22mm, 0.10 μm film thickness fused silica column coated with HT5 (5% phenyl 167 
(equiv.) polycarborane-siloxane) from SGE (NJ, USA) was used. The oven temperature 168 
was held at 200 °C for 5 min, then programmed to 300 at 10 °C min−1 and held for 30 169 
min. The injector was set at 300 °C for all the experiments and injections were made in 170 
the split mode with a split ratio 1:20. Mass spectrometer was operating in electronic 171 
impact (EI) mode at 70 eV, scanning the 40-650 m/z range. Interface and source 172 
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temperature were 280ºC and 230ºC, respectively. Acquisition was done using a HP 173 
ChemStation software (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA). 174 
Quantitative analysis was carried out using a HP 7890A gas chromatograph equipped 175 
with a flame ionization detector (FID) from Agilent Technologies (Palo Alto, CA, 176 
USA). Chromatographic conditions other than the carrier gas (nitrogen) and the detector 177 
temperature (300ºC) were identical to those previously described for GC-MS analysis. 178 
Carbohydrate quantitative data were obtained from FID peak areas using the internal 179 
standard procedure. Response factors (RF) relative to the internal standard were 180 
calculated over the expected concentration range of goat milk carbohydrates. The 181 
reproducibility of the method was determined on the basis of the intra- and inter-day 182 
precision for each carbohydrate standard in five separate determinations. For 183 
quantitative results, recovery of carbohydrates from SEC was considered. 184 
 185 
3. Results and discussion 186 
3.1. Optimization of derivatization conditions 187 
To evaluate the effectiveness of the derivatization reaction several neutral and acidic 188 
carbohydrates with different monomeric composition (i.e. N-acetyl-lactosamine, 6’-189 
galactosyl-lactose, 2’-fucosyl-lactose and 3’sialyl-lactose) were selected as 190 
representative of goat milk oligosaccharides. In all cases, a oximation step based on the 191 
use of pyridine containing 2.5% hydroxylamine hydrochloride at 75ºC for 30 min was 192 
firstly carried out. Different silylation reagents, namely, HMDS, BSTFA, TMSI and 193 
MSTFA were evaluated. It has been described that TMCS can be used in addition to 194 
other reagents to help the derivatization reaction of hindered hydroxyl groups, 195 
secondary amines, etc [20]. Then, TMCS was added at 1% in all the reactions. 196 
Moreover, and considering that TFA is also commonly used as a catalyst for the 197 
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silylation of aldoses and ketoses with HMDS [12], this mixture was also considered in 198 
this study.  199 
After evaluation of chromatographic profiles, peaks corresponding to TMS derivatives 200 
(without oximation) were not observed in any case; then, optimization of this step was 201 
not required. 202 
Regarding silylation, Table 1 shows the yields (%) of the different carbohydrates 203 
obtained after 30 min of reaction at 45°C. In general, good silylation yields were 204 
achieved for 6’-galactosyl-lactose using all reagents, although the lowest values and the 205 
poorest reproducibility were obtained when HMDS+1%TMCS was used. In the case of 206 
N-acetyl-lactosamine, the best results were achieved TMSI+1%TMCS, although 207 
derivatization with MSTFA+1%TMCS was also satisfactory. On the contrary, not very 208 
good yields were obtained with BSTFA+1%TMCS and HMDS+1%TMCS.  209 
2’-Fucosyl-lactose was successfully derivatized using MSTFA+1%TMCS, 210 
TMSI+1%TMCS and HMDS+1%TMCS, however, low yields and low reproducibility 211 
was obtained using HMDS+TFA. These results disagree with those shown by Balogh et 212 
al. [9], who proposed the use of HMDS+TFA for the analysis of 2’-fucosyl-lactose and 213 
3’-fucosyl-lactose in human milk. To the best of our knowledge, there are not more 214 
studies published in the literature regarding the analysis of these milk carbohydrates by 215 
GC-MS.   216 
On the other hand, good silylation yields of 3’-sialyl-lactose were obtained with 217 
HMDS+1%TFA and MSTFA+1%TMCS, nevertheless, standard deviations were high 218 
mainly with the first reagents, indicating the non-reproducibility of the analyses. 219 
Moreover, 3’-sialyl-lactose could not be determined when TMSI+1%TMCS was used 220 
as derivatization reagent.  221 
3. Análisis de oligosacáridos de leche de cabra 
 86 
Then, MSTFA+1%TMCS was selected as the most effective silylation reagent for the 222 
different target carbohydrates.  223 
 The temperature of the reaction was also optimized. Table 2 shows the silylation yields 224 
of the different carbohydrates at 25, 45 and 60ºC.  While 25ºC were not enough to 225 
silylate the 2’-fucosyl-lactose and the 6’-galactosyl-lactose, at 45ºC, silylation was 226 
complete for all of the carbohydrates. No noticeable improvement was obtained at 227 
higher temperature (60ºC). Thus, 45ºC was selected as the optimal temperature for 228 
further reactions. 229 
Three different silylation times (10, 30 and 60 min) were also tested (Table 3). At 10 230 
min all carbohydrates were already derivatized, although relatively high standard 231 
deviation was obtained for 3’-sialyl-lactose. At 60 min low yields and low 232 
reproducibility were obtained for 3’-sialyl-lactose and N-acetyl-lactosamine. Although 233 
the aim of a derivatization reaction is to obtain a 100% yield of a single pure product, 234 
the knowledge of the reaction rate carried out under controlled conditions and the 235 
reproducibility of data are also relevant for having consistent results [20]. Then, 236 
silylation reactions using MSTFA+1%TMCS at 45ºC for 30 min were considered 237 
optimal for further studies. 238 
 239 
3.2. Linear response and reproducibility of the method 240 
Good linearity was obtained for calibration curves in the evaluated range (0.05–0.5 mg); 241 
correlation coefficients (R2) ranged from 0.974 to 0.997. Intra- and inter-day 242 
reproducibilities were evaluated derivatizing 0.1 mg of neutral and acidic carbohydrate 243 
standards (n = 5) under the optimized conditions (i.e. 350 µL of MSTFA+1%TMCS at 244 
45 ◦C for 30 min). Relative standard deviations were lower than 3%. 245 
 246 
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3.3. Application of the method to goat milk 247 
After SEC treatment, pool goat milk sample was submitted to the optimize 248 
derivatization procedure; main goat milk oligosaccharides were correctly derivatized 249 
under selected conditions. Figure 1 shows the GC-MS profile obtained. Identification of 250 
carbohydrates was carried out comparing their retention times and mass spectra with 251 
those of the corresponding standards.  Carbohydrates for which standards were not 252 
available were tentatively identified from their mass spectra. Table 4 shows the most 253 
characteristic MS fragments of each carbohydrate and their retention times. Peak 3 was 254 
identified as 2’-fucosyl-lactose, while different galactosyl lactoses were detected eluting 255 
between 16.98-17.49 min. The main peaks were assigned as 6’-galactosyl-lactose and 256 
3’-galactosyl-lactose, which presence had been previously described in the literature [1]. 257 
Moreover, other peaks corresponding to different galactosyl-lactoses were detected. 258 
Peak 5 eluting at 17.09 min could be identified as 4’-galactosyl-lactose by comparison 259 
of its retention time and mass spectra with those of the corresponding standard. 260 
Identification of peak 4 was not possible due to the absence of standards. Regarding 261 
acidic OS, they eluted after neutral trisaccharides. Different sialyl-lactoses were 262 
detected; peaks 10 and 11 were identified as 6’-sialyl-lactose and 3’-sialyl-lactose, 263 
while peaks 12 could be tentatively identified as 6’-sialyl-lactosamine by its MS data. 264 
These carbohydrates had been previously detected by LC-MS in goat milks [1,7,8]. 265 
Peaks 8 and 9 eluted close to sialyl-lactoses (at 19.70 and 19.95 min), but showed a 266 
different mass spectra (m/z ion at 356, characteristic of sialyl-lactoses was not detected); 267 
then, these peaks were assigned as acidic trisaccharides although their chemical 268 
structure could not be determined.  269 
 Table 5 shows the concentration (mg L-1) of the main oligosaccharides of goat milk 270 
sample obtained after SEC treatment. The most abundant carbohydrate was the 6’-271 
3. Análisis de oligosacáridos de leche de cabra 
 88 
sialyl-lactose (189.73 mg L-1), followed by 3’-sialyl-lactose (76.08 mg L-1). Low 272 
concentrations of galactosyl-lactoses and 2’-fucosyl-lactose were also detected (31.87 273 
and 1.14 mg L-1, respectively). This concentration trend is in good agreement with data 274 
previously reported in the literature [8, 21]. It is also necessary to point out, that during 275 
SEC treatment loss of some trisaccharides is reported [22]. Then, the low concentration 276 
of galactosyl-lactoses could be attributed to this fact. However, SEC was efficient for 277 
the removal of lactose, only remaining 2.34 mg L-1 in the sample. 278 
 279 
3. Conclusions 280 
The use of MSTFA+1%TMCS as derivatization reagent at 45ºC for 30 min was found 281 
to be successful for the derivatization of acidic and neutral oligosaccharides. 282 
Trisaccharides of goat milk after SEC treatment were analyzed by GC-MS following 283 
the optimized procedure. This method can be of general application for the 284 
derivatization of OS from milks of different species before their GC analysis. 285 
 286 
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Table 1: Silylation yields (%) of carbohydrates carried out at 45ºC 30 min using different 362 
reagents. S.D: Standard deviation in parenthesis (n=3) 363 
Yield (S.D) 
 
HMDS+ 
TFA  
BSTFA+ 
TMCS 
HMDS+ 
TMCS 
TMSI+ 
TMCS 
MSTFA+ 
TMCS 
2’-Fucosyl-lactose 77 (35) 135 (24) 115 (4) 114 (5) 103 (3) 
3’-Sialyl-lactose 88 (39) 78 (39) 146 (53) - 101 (18) 
6’-Galactosyl-lactose 95 (14) 97 (15) 90 (17) 110 (1) 98 (1) 
N-Acetyl-lactosamine 83 (13) 71 (15) 75 (16) 98 (5) 88 (6) 
 364 
  365 
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Table 2: Silylation yields (%) of carbohydrates using different temperature with 366 
MSTFA+1%TMCS. S.D: Standard deviation in parenthesis (n=3) 367 
Yield (S.D) 
 
25˚C       45˚C 60˚C 
2’-Fucosyl-lactose 68 (4) 101 (1) 97 (1) 
3’-Sialyl-lactose 92 (2) 95 (4) 94 (1) 
6’-Galactosyl-lactose 58 (3) 101 (3) 92 (6) 
N-Acetyl-lactosamine 91 (1) 90 (2) 91 (2) 
 368 
  369 
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Table 3: Silylation yields (%) of carbohydrates using different times with MSTFA+1%TMCS. 370 
S.D: Standard deviation in parenthesis (n=3) 371 
Yield (S.D.) 
 
10 min 30 min 60 min  
2’-Fucosyl-lactose 112 (3) 102 (2) 111 (1) 
3’-Sialyl-lactose 90 (17) 92 (8) 51 (22) 
6’-Galactosyl-lactose 104 (6) 99 (1) 100 (1) 
N-Acetyl-lactosamine 105 (1) 91 (4) 47 (14) 
 372 
  373 
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Table 4: Retention times, MS fragments and relative abundance for characteristic m/z 374 
ratios of TMS of goat milk oligosaccharides (OS).  375 
 376 
Peak No. Carbohydrate tR (min) MS fragments 
1 Lactose 11.57; 11.67 73 (100), 204 (65), 217 (51), 319 (21), 361 (57) 
2 Lactosamine 13.65; 13.75 73 (100), 204 (51), 217 (46), 260 (34), 319 (18), 
361 (53), 507 (21) 
3 2’-Fucosyl-lactose 16.77 73 (100), 191 (71), 204 (127), 217 (81), 271 
(30), 361 (156), 451 (8), 539 (2) 
4 Galactosyl-lactose 16.98 73 (100), 204 (175), 217 (83), 319 (19), 361 
(116), 451 (7), 538 (2) 
5 4’-Galactosyl-lactose 17.09 73 (100), 204 (172), 217 (64), 319 (18), 361 
(86), 451 (7), 538 (3) 
6 6’-Galactosyl-lactose 17.26; 17.50 73 (100), 204 (188), 217 (83), 319 (23), 361 
(107), 451 (10), 538 (5) 
7 3’-Galactosyl-lactose 17.38; 17.49 73 (100), 204 (172), 217 (84), 319 (21), 361 
(102), 451 (6), 538 (16) 
8 Unknown acidic 
trisaccharide 
19.70 73(100), 205 (53), 217 (46), 361 (12), 490 (21), 
538 (10) 
9 Unknown acidic 
trisaccharide 
19.95 73(100), 205 (60), 217 (45), 361 (6), 504 (12) 
 
10 6’-Sialyl-lactose 20.09; 20.33 73(100), 205 (82), 217 (63), 356 (13), 538 (5) 
11 3’-Sialyl-lactose 20.26; 20.50 73(100), 205 (76), 217 (50), 356 (23), 538 (8) 
12 Sialyl-lactosamine 20.80; 20.97 73 (100), 205 (82), 388 (18), 444 (11) 
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Table 5: Concentration (mg L-1 ) of carbohydrate content of goat milk after SEC treatment. 377 
Carbohydrate mg L-1 
Lactose 2.34 (0.02) 
Lactosamine 4.51 (0.05) 
2’-Fucosyl-lactose 1.14 (0.08) 
Galactosyl-lactose 7.19 (0.10) 
4’- Galactosyl-lactose 1.17 (0.02) 
6’- Galactosyl-lactose E 9.87 (0.02) 
3’- Galactosyl-lactose E 8.21 (0.05) 
6’+ 3’-Galactosyl-lactose Z 5.34 (0.04) 
Sialyl-lactose 12.53 (0.52) 
Sialyl-lactose 22.24 (1.2) 
6’-Sialyl-lactose E 141.60 (5.4) 
3’-Sialyl-lactose E 58.61 (1.7) 
6’-Sialyl-lactose Z 48.13 (1.3) 
3’-Sialyl-lactose Z 17.47 (0.03) 
6’-Sialyl-lactosamine E 13.89 (0.05) 
6’-Sialyl-lactosamine Z 1.57 (0.02) 
  
  378 
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Figure 1: Gas chromatographic profile of goat milk derivatized using MSTFA+1%TMCS at 379 
45ºC for 30 min. 1) Lactose, 2) N-Acetyl-lactosamine, 3) 2’Fucosyl-lactose, 4) Galactosyl-380 
lactose, 5) 4'-Galactosyl-lactose, 6) 6'-Galactosyl-lactose, 7) 3'-Galactosyl-lactose, 8) Unknown 381 
acidic trisaccharide, 9) Unknown acidic trisaccharide, 10) 6'-Sialyl-lactose, 11) 3'-Sialyl-lactose, 382 
12) 6’-Sialyl-lactosamine. 383 
 384 
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Sección 3.3: Caracterización de oligosacáridos de leche de cabra 
mediante Nano-LC-Chip-Q-TOF MS y HILIC-MS 
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a  b  s  t  r  a  c  t
A  detailed  qualitative  and  quantitative  characterization  of  goat  colostrum  oligosaccharides  (GCO)
has  been  carried  out for the  ﬁrst  time.  Defatted  and deproteinized  colostrum  samples,  previously
treated  by size  exclusion  chromatography  (SEC)  to remove  lactose,  were  analyzed  by nanoﬂow
liquid  chromatography–quadrupole-time  of  ﬂight  mass  spectrometry  (Nano-LC-Chip–Q-TOF  MS).
Up to 78  oligosaccharides  containing  hexose,  hexosamine,  fucose,  N-acetylneuraminic  acid  or  N-
glycolylneuraminic  acid monomeric  units  were  identiﬁed  in  the  samples,  some  of them  detected  for
the  ﬁrst  time  in goat  colostra.  As  a second  step,  a  hydrophilic  interaction  liquid  chromatography  cou-
pled  to mass  spectrometry  (HILIC-MS)  methodology  was  developed  for the  separation  and  quantitation
of  the main  GCO,  both  acidic  and  neutral  carbohydrates.  Among  other  experimental  chromatographic
conditions,  mobile  phase  additives  and column  temperature  were  evaluated  in terms  of  retention  time,
resolution,  peak  width  and  symmetry  of target  carbohydrates.  Narrow  peaks  (wh:  0.2–0.6 min)  and  good
symmetry  (As: 0.8–1.4)  were  obtained  for GCO  using  an  acetonitrile:water  gradient  with  0.1%  ammo-
nium  hydroxide  at 40 ◦C. These  conditions  were  selected  to quantify  the  main  oligosaccharides  in  goat
colostrum  samples.  Values  ranging  from  140  to  315  mg L−1 for neutral  oligosaccharides  and  from  83  to
251  mg  L−1 for acidic  oligosaccharides  were  found.  The combination  of both  techniques  resulted  to  be
useful  to achieve  a comprehensive  characterization  of  GCO.
©  2015  Elsevier  B.V.  All  rights  reserved.
1. Introduction
Goat milk is a complex mixture of nutritive and bioactive com-
ponents with reported health beneﬁts such as carbohydrates, lipids
and proteins [1]. Although lactose is the main carbohydrate, pres-
ence of other oligosaccharides (OS) similar to those found in human
milk, has been reported [2]. Among them, some studies indicate
the existence of: (i) neutral oligosaccharides, whose structures are
mainly based on lactose with the addition of neutral monosac-
charides such as glucose or galactose (Hex), N-acetylglucosamine
or N-acetylgalactosamine (HexNAc) and fucose or deoxyhexose
∗ Corresponding author.
E-mail address: mlsanz@iqog.csic.es (M.L. Sanz).
(Fuc) and (ii) acidic oligosaccharides, containing acidic components
such as N-acetylneuraminic (Neu5Ac) or N-glycolylneuraminic acid
(Neu5Gc) [3,4]. Some of these oligosaccharides, such as those
containing fucosyl- or sialyl-groups have been described to have
prebiotic and pathogen binding activities [5–9]. Although much
effort has been focused on the composition, structure and bioactiv-
ity of OS in human milk, scarce information about both qualitative
and quantitative composition of goat milk OS is available. Since
it is well known that bioactive properties are directly related to
OS chemical structure, the search of novel sensitive and repro-
ducible methods for the analysis of goat milk OS is of special
relevance. Moreover, it is expectable that goat colostrum has higher
amounts of OS than goat milk in a similar way  to bovine or
human milk [3,10], representing an interesting source of bioactive
OS.
http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2015.09.060
0021-9673/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Among the different techniques used for OS analysis, high
performance liquid chromatography (LC) is one of the most
widespread. Human milk OS have been successfully analyzed by
normal phase [11] and reverse phase LC [11–13], although a pre-
vious derivatization step is required to improve carbohydrates
retention [14]. High performance anion exchange chromatog-
raphy (HPAEC) provides better separation without a previous
derivatization step and it has been widely used for goat milk OS
characterization and quantitation [2,15–19]. However, the complex
proﬁles obtained for OS mixtures with different linkage vari-
ants and the use of high pH and high salts concentrations in
mobile phases make this technique not compatible with mass
spectrometry (MS), impairing their complete characterization
[20].
Hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) is a pow-
erful LC operation mode for the analysis of complex OS mixtures
(galactooligosaccharides, gentiooligosaccharides, etc.), providing
an appropriate resolution and good peak shapes [14,20]. Moreover,
mobile phases used in HILIC are compatible with MS  and even the
use of a high percentage of organic solvents enhances the ionization
and increase sensitivity which makes this technique appropriate
for structural and glycomic research [21]. However, applications
of HILIC to the analysis of mammal  milks are scarce. Marin˜o et al.
[22] developed a methodology for the analysis of bovine colostrum
OS based on their ﬂuorescent labeling, pre-fractionation by weak
anionic exchange chromatography and separation by HILIC using
an amide based column and a ﬂuorescence detector. Structural
assignment of 37 free glycans was carried out by a combination
of HILIC analyses, exoglycosidase digestion, desalting and ofﬂine
MS/MS  analyses. HILIC has also been used for the successful deter-
mination of six acidic OS in bovine milk, bovine colostrum, and
infant formulas [23] in combination with high-resolution selected
reaction monitoring mass spectrometry (HILIC-HRSRM-MS). Nev-
ertheless, to the best of our knowledge, HILIC-MS has not been
previously used for goat milk OS analysis, being the optimization
of the method a requirement for their comprehensive characteri-
zation.
In recent years, the use of nano-liquid chip-based technologies
mainly coupled to MS  or tandem MS  (MS/MS) techniques have
demonstrated to be extremely helpful for OS identiﬁcation and it
has been applied to milk characterization due to its high sensitiv-
ity and capacity for compositional veriﬁcation [4]. Nano-LC-Chip
technology coupled to time of ﬂight (TOF) MS  has been success-
fully used for OS analysis of human milk [24], porcine milk [25]
and bovine milk [26,27]. An exhaustive characterization of OS in
goat’s milks with and without the genetic ability to synthesize
s1-casein by nanoﬂow liquid chromatography–quadrupole-TOF
MS  (Nano-LC-Chip–Q-TOF MS)  with a porous graphitized carbon
column has been recently reported [4]. Twenty nine goat milk
OS, 11 of which were detected by the ﬁrst time, were iden-
tiﬁed and veriﬁed via MS/MS  analyses. Moreover, a goat milk
oligosaccharide library was  also created, which gathered informa-
tion available in the literature with the new identiﬁcations. This
methodology has been proven to be an excellent tool for the iden-
tiﬁcation of OS in mammal  milks due to its high sensitivity and
mass resolution; however, it has not been previously applied to
the analysis of goat colostrum samples which could be of interest
for further exploitation of goat colostrum oligosaccharides (GCO) as
prebiotics.
In this study, goat colostrum samples, previously puriﬁed by
size exclusion chromatography (SEC) to remove lactose, were
ﬁrstly submitted to Nano-LC-Chip–Q-TOF MS  analysis in order
to exhaustively characterize their oligosaccharide fraction. As a
second step, a HILIC-MS methodology was developed for the sep-
aration and quantitation of the main GCO, both acidic and neutral
compounds.
2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents
All reagents were of analytical grade or better. Acetic acid from
Normasolv (Barcelona, Spain), ammonium acetate, ammonium
hydroxide from Panreac (Barcelona, Spain) and ethanol of analytical
grade were purchased from Lab-Scan (Gliwice, Poland). Acetonitrile
(ACN) and formic acid HPLC-MS grade were purchased from Fisher-
Scientiﬁc (Fair Lawn, NJ, USA). ESI-TOF Low concentration Tuning
Mix  G1969-85000 was  purchased from Agilent Technologies (Santa
Clara, CA, USA).
Analytical standards of -4-galactosyl-lactose, maltotriose and
maltotetraose were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO,  USA). 6′-Sialyl-lactose (6′-SL) sodium salt, 3′-sialyl-lactose
(3′-SL) sodium salt, 2′-fucosyl-lactose (2′-FL) and 3′-sialyl-N-
acetyllactosamine were purchased from Carbosynth (Berkshire,
UK). Standard solutions in ACN:water (50:50, v:v) were ﬁltered
through nylon FH membranes (0.22 m;  Millipore, Bedford, MA,
USA) before injection.
2.2. Colostrum samples
For this study, colostrum samples from four Murciano-
Granadina goats (CS1–CS4) were obtained from an experimental
farm located at Estación Experimental del Zaidín (Granada, Spain).
In addition, colostrum from twelve individual Murciano-Granadina
goats reared at Hermanos Archiduque farm (Granada, Spain) were
collected and pooled (CS5). Collected samples were immediately
frozen at −80 ◦C until further analysis. Animals were cared and
handled in accordance with the Spanish guidelines for experimen-
tal animal protection (Royal Decree 53/2013 on the protection of
animals used for experimentation or other scientiﬁc purposes) in
line of corresponding European Directive (2010/63/EU). An experi-
mental protocol was approved by the Ethics Committee for Animal
Research from the Animal Nutrition Unit.
2.3. Fat and protein removal
Fat and proteins were removed from the samples following the
methodology described by Martinez-Ferez et al. [15] with small
modiﬁcations. Brieﬂy, samples were defatted by centrifugation at
6500 × g for 15 min  at 5 ◦C, then kept in an ice bath for 30 min
and ﬁltrated through Whatman No. 1 ﬁlter paper to remove the
supernatant lipid layer, which was discarded.
The total protein fraction was  precipitated by adding two  vol-
umes of cold ethanol to the skimmed colostrum samples and
shaking for 2 h in an ice bath. The solution was  then centrifuged at
6500 × g for 30 min  at 5 ◦C and supernatant was carefully collected.
Ethanol was  evaporated from the sample in a rotary evapora-
tor (Büchi Labortechnik AG, Flawil, Switzerland) at 37 ◦C and the
remaining aqueous solution containing the carbohydrate fraction
was frozen and lyophilized.
2.4. Colostrum oligosaccharides isolation
Considering the high amounts of lactose present in goat
colostrum and the interference of this disaccharide in the analysis of
minor oligosaccharides, samples were submitted to SEC fraction-
ation to remove mono- and disaccharides, obtaining an enriched
oligosaccharide fraction. Brieﬂy, 25 mL  of colostrum carbohydrate
solution (20% wt:v) was injected into a Bio-Gel P2 (Bio-Rad, Her-
cules, CA, USA) column (90 cm × 5 cm) using water as the mobile
phase at a ﬂow of 1.5 mL  min−1 and maintained at 4 ◦C. The degree
of polymerization (DP) of collected fractions was determined by
electrospray ionization-mass spectrometry (ESI-MS) on an Agilent
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1200 series HPLC system (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA) cou-
pled to a quadrupole HP-1100 mass detector at positive polarity
selecting the corresponding m/z values. Fractions with DP ≥3 were
pooled and freeze-dried.
2.5. Chromatographic analyses
2.5.1. Qualitative analysis (Nano-LC-Chip–Q-TOF MS)
Prior to MS  analysis, puriﬁed and dried OS of CS1–CS5 were
reconstituted to a ﬁnal concentration of 0.1 mg  mL−1 with nanop-
ure water. MS  analysis was performed with an Agilent 6520
accurate-mass Quadrupole-Time-of-Flight (Q-TOF) LC/MS with a
microﬂuidic nano-electrospray chip (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) as previously described [28]. The chip employed
contained enrichment and analytical columns, both packed with
graphitized carbon. Chromatographic elution was  performed with
a binary gradient of 3% ACN/0.1% formic acid in water (solvent A),
and 90% ACN/0.1% formic acid in water (solvent B). The column was
initially equilibrated and eluted with a ﬂow rate of 0.3 L min−1
for the nano pump and 4 L min−1 for the capillary pump. The
65-min gradient was programmed as follows: 0–2.5 min, 0% B;
2.5–20 min, 0–16% B; 20–30 min, 16–44% B; 30–35 min, 44–100%
B; 35–45 min, 100% B; 45–65 min, 0% B. Data were acquired in
the positive ionization mode with a 450–2500 mass/charge (m/z)
range. The electrospray capillary voltage was 1600–1700 V. The
acquisition rate was 0.63 spectra/s for both MS  and MS/MS  modes.
Automated precursor selection was employed based on abundance,
with up to 6 MS/MS  per MS.  The precursor isolation window was
narrow (1.3 m/z). Fragmentation energy was set at 1.8 V/100 Da
with an offset of −2.4 V. Internal calibration was performed using
m/z 922.009 and 1221.991 as the reference masses (ESI-TOF Low
concentration Tuning Mix  G1969-85000, Agilent Technologies).
For OS identiﬁcation, the Find Compounds by Formula func-
tion of Mass Hunter Qualitative Analysis Version B.06.00 (Agilent
Technologies) was used to generate a list of deconvoluted masses
selected to be in a range of 450–1500 m/z  with a ≥1000 height count
and a typical isotopic distribution of small biological molecules.
Charge states allowed were 1–2. The function matched the masses
of oligosaccharides with the goat milk oligosaccharide databases
[4] creating a list of OS compositions with their speciﬁc retention
time (RT).
Oligosaccharide compositions were conﬁrmed by tandem MS
(MS/MS) analysis using the same method previously described
recording 6 MS/MS  per each MS  analysis. Compounds selected for
MS/MS  analysis were those with a count higher than 1000. Once
OS were conﬁrmed by MS/MS  and their RT established, the relative
abundance of each OS were determined by integration of individual
peaks using the Batch Targeted Feature Extractor from MassHunter
Proﬁnder Version B.06.00 (Agilent Technologies) and using the MS
library created in a previous work [4]. The retention time window
allowed for compound – matching was ±0.5 min  with the addition
of ±0.25% of the RT at each time point.
2.5.2. Quantitative analysis (HILIC-Q MS)
GCO analyses were performed on an Agilent 1200 series HPLC
system (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA) equipped with an
oven (Kariba Instruments, UK) and coupled to a quadrupole HP-
1100 mass detector (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA) provided
with an electrospray ionization (ESI) source. Samples (5 L) were
injected using a Rheodyne 7725 valve.
LC experiments were carried out on an ethylene bridge hybrid
with trifunctionally-bonded amide phase (BEH X-Bridge column);
150 mm × 4.6 mm;  3.5 m particle size, 135 A˚ pore size, Waters
(Hertfordshire, UK) at a ﬂow rate of 0.4 mL  min−1. Different binary
gradients consisting of acetonitrile (ACN):water with addition of
different additives (0.1% ammonium hydroxide, 0.1% acetic acid
or 5 mM  ammonium acetate) and column temperatures (30–60 ◦C)
were assayed. Injection volume was  5 L.
The electrospray ionization source was operated under positive
or negative polarity using the following MS  parameters: capil-
lary voltage, 4 kV; temperature, 300 ◦C; nitrogen drying gas ﬂow,
12 L min−1; nebulizer (N2, 99.5% purity) pressure, 276 kPa; and
fragmentor voltage, 80–110 V. Adducts formed under optimal con-
ditions were evaluated. In positive mode, mono-sodiated adducts
[M+Na]+ were primarily formed for the different samples and only
minor abundances of [M+K]+ and [M+H]+ were observed. Similarly,
in negative mode, [M−H]− were detected. Therefore, ions corre-
sponding to [M+Na]+ in positive mode and [M−H]− in negative
mode of the oligosaccharides under analysis were monitored in
SIM mode using default variable fragmentor voltages. Data were
processed using HPChem Station software version 10.02 (Hewlett-
Packard, Palo Alto, CA, USA).
Optimization of the method was  carried out on the basis of RT,
peak width at half height (wh), peak tailing measured by the peak
asymmetry factor (As): calculated as the ratio of the back half to
front half widths at 10% of the peak height, and resolution (Rs),
calculated as 2(tR2 − tR1)/(wb1 + wb2), where 1 and 2 refer to two
consecutive eluting carbohydrates and wb is the peak width at base.
Rs values should be higher than 1.0 to get an appropriate separation
and As close to 1 to get symmetric peaks.
Quantitative analysis was  performed in triplicate by the exter-
nal standard method, using calibration curves within the range
0.25–100 mg  L−1 for maltotriose, maltotetraose, 2′-FL, 3′-SL and 6′-
SL. Prior to quantitation of OS in all colostrum samples, matrix effect
was evaluated by quantifying target analytes in solutions of CS5
before and after SEC treatment diluted in water at different ratios
(1:1–1:50, v/v). Reproducibility of the method was estimated on the
basis of the intra-day and inter-day precision, calculated as the rela-
tive standard deviation (RSD) of retention times and concentrations
of oligosaccharide standards obtained in n = 5 independent mea-
surements. Limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ)
were calculated as three and ten times, respectively, the signal to
noise ratio (S/N).
3. Results and discussion
3.1. Qualitative analysis of goat colostrum oligosaccharides
Several studies have pointed out the efﬁciency of MS  related
techniques to characterize OS from different biological ﬂuids
[24,25,29]. The Nano-LC-Chip–Q-TOF MS  system is an excellent tool
for oligosaccharide characterization in different mammal milks,
allowing the identiﬁcation of over 150 different OS in human milk
and 55 in bovine milk [28–30]. In this work, a great variety of GCO
structures were identiﬁed (based on their RT and accurate masses),
showing a different proﬁle than human or bovine milk.
Considering the high content of lactose in goat colostrum, qual-
itative structural analysis of GCO required a previous puriﬁcation
step based on SEC, leading to a reduction of 99.9% in lactose con-
centration (Fig. 1S in supplementary material). A partial loss of
neutral OS containing three monomeric units was  also observed.
Table 1 presents the list of OS identiﬁed by nano-LC-QTOF MS  in
the ﬁve goat colostrum samples previously puriﬁed by SEC. A total
of 78 compounds were identiﬁed as oligosaccharides, 59 of which
have been conﬁrmed by their MS/MS  spectrum. These results indi-
cate that GCO show greater complexity compared to those of other
domestic animals [3,4,9,15,19,31]. Similar nano-LC proﬁles were
observed among the samples analyzed (see Fig. 1), although the
whole set of OS was  not identiﬁed in all samples tested. Fig. 2
shows MS/MS  spectrum of hexosyl-lactose, 2′-FL, and 3′-SL as rep-
resentative of each OS type (neutral, fucosylated and acidic). The
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Table 1
List of oligosaccharides found in goat milk colostrum samples. The empirical formula as well as neutral mass and MS/MS  veriﬁcation are reported for oligosaccharides in all
samples.
# Compositiona Formula Neutral mass Veriﬁed by MS/MS  Presence in individual samples and abundanceb
CS1 CS2 CS3 CS4 CS5
1 1 1 1 0 0 C20H35N1O15 529.201 × Y§ Y§ Y§ Y§ Y§
2 1 1 0 0 1 C25H42N2O20 690.232
√
Y§ N N N N
3  1 1 0 0 1 C25H42N2O20 690.233
√
Y‡ Y‡ Y‡ Y‡ Y‡
4 1 1 0 0 1 C25H42N2O20 690.232
√
Y¥ Y‡ Y‡ Y‡ Y‡
5 1 1 0 1 0 C25H42N2O19 674.238
√
Y‡ Y¥ Y‡ Y‡ Y¥
6 1 1 0 1 0 C25H42N2O19 674.238
√
Y¥ Y¥ Y¥ Y¥ Y¥
7 1 1 0 1 0 C25H42N2O19 674.239
√
N Y§ Y§ Y§ Y§
8 1 1 0 1 0 C25H42N2O19 674.236
√
Y‡ N N N N
9  1 1 0 1 0 C25H42N2O19 674.239
√
N Y§ Y§ Y§ Y§
10 1 1 0 1 0 C25H42N2O19 674.238
√
N Y‡ Y‡ Y§ Y‡
11 2 0 0 0 1 C23H39NO20 649.207
√
Y‡ Y§ Y§ Y§ Y§
12 2 0 0 0 1 C23H39NO20 649.206
√
Y¥ Y‡ Y‡ Y‡ Y‡
13 2 0 0 0 1 C23H39NO20 649.207
√
Y¥ Y‡ Y‡ Y‡ Y‡
14 2 0 0 0 1 C23H39NO20 649.206
√
Y‡ Y‡ Y‡ Y‡ Y‡
15 2 0 0 0 1 C23H39NO20 649.207
√
Y‡ Y‡ Y‡ Y‡ Y‡
16 2 0 0 0 2 C34H56N2O29 956.296
√
Y‡ Y§ Y‡ Y‡ Y§
17 2 0 0 0 2 C34H56N2O29 956.298
√
Y‡ Y§ Y§ Y§ Y§
18 2 0 0 0 2 C34H56N2O29 956.296
√
Y‡ N Y§ N Y§
19 2 0 0 0 2 C34H56N2O29 956.297
√
Y‡ N N N N
20  2 0 0 1 0 C23H39NO19 633.211
√
Y¥¥ Y¥¥ Y¥¥ Y¥¥ Y¥¥
21 2 0 0 1 0 C23H39NO19 633.212
√
Y¥ Y¥ Y¥ Y¥ Y¥
22 2 0 0 1 1 C34H56N2O28 940.303 × Y‡ Y§ Y‡ Y‡ Y‡
23 2 0 0 1 1 C34H56N2O28 940.302
√
Y‡ Y§ Y§ Y§ Y§
24 2 0 0 1 1 C34H56N2O28 940.301
√
Y‡ Y§ Y§ Y§ Y§
25 2 0 0 1 1 C34H56N2O28 940.302
√
Y‡ N N N N
26  2 0 0 2 0 C34H56N2O27 924.306
√
Y‡ Y‡ Y‡ Y§ Y‡
27 2 0 0 2 0 C34H56N2O27 924.307
√
Y§ Y‡ Y‡ Y‡ Y‡
28 2 0 0 2 0 C34H56N2O27 924.307
√
Y‡ Y‡ Y‡ Y‡ Y‡
29 2 0 1 0 0 C18H32O15 488.174
√
Y§ Y§ Y§ Y‡ Y§
30 2 1 0 0 0 C20H35N16 545.195
√
Y§ Y‡ Y‡ Y§ Y‡
31 2 1 0 0 0 C20H35NO16 545.195
√
Y‡ Y‡ Y‡ Y‡ Y‡
32 2 1 0 0 0 C20H35NO16 545.195
√
Y§ Y‡ Y‡ Y§ Y§
33 2 1 0 0 0 C20H35NO16 545.195
√
Y‡ Y‡ Y‡ Y‡ Y‡
34 2 1 0 0 0 C20H35NO16 545.195
√
Y‡ Y‡ Y‡ Y§ Y§
35 2 1 0 1 0 C31H52N2O24 836.293
√
Y§ Y§ Y§ Y§ Y§
36 2 2 0 0 0 C28H48N2O21 748.276 × Y§ N N N Y§
37 2 2 0 0 0 C28H48N2O21 748.275
√
Y§ Y§ Y§ Y§ Y§
38 2 2 0 0 0 C28H48N2O21 748.275 × Y‡ N Y§ Y‡ Y§
39 3 0 0 0 0 C18H32O16 504.169
√
Y‡ Y‡ Y‡ Y‡ Y§
40 3 0 0 0 0 C18H32O16 504.168
√
Y‡ Y‡ Y‡ Y‡ Y‡
41 3 0 0 0 0 C18H32O16 504.169
√
Y‡ Y‡ Y‡ Y‡ Y‡
42 3 0 0 0 0 C18H32O16 504.169
√
Y‡ Y‡ Y‡ Y‡ Y‡
43 3 0 0 0 0 C18H32O16 504.169
√
Y§ Y§ Y‡ Y‡ Y§
44 3 0 0 0 0 C18H32O16 504.169
√
Y‡ Y‡ Y‡ Y‡ N
45  3 0 0 0 0 C18H32O16 504.169
√
Y‡ Y‡ Y‡ Y‡ Y‡
46 3 0 0 0 1 C29H49NO25 811.260
√
Y‡ Y§ Y‡ Y‡ Y§
47 3 0 0 1 0 C29H49NO24 795.266
√
Y§ Y§ Y§ Y§ Y§
48 3 0 0 1 0 C29H49NO24 795.264
√
Y‡ Y‡ Y‡ Y‡ Y‡
49 3 0 0 1 0 C29H49NO24 795.265
√
Y§ Y‡ Y‡ Y‡ Y‡
50 3 0 0 2 0 C40H66N2O32 1086.360 × Y§ Y§ Y§ N Y§
51 3 1 0 0 0 C26H45NO21 707.248
√
Y§ Y§ Y§ Y§ Y§
52 3 1 0 0 0 C26H45NO21 707.249
√
Y‡ Y‡ Y‡ Y‡ Y§
53 3 1 0 0 0 C26H45NO21 707.248
√
Y‡ Y§ Y‡ Y‡ Y§
54 3 1 1 0 0 C32H55NO25 853.305 × Y§ Y§ Y§ Y§ Y§
55 3 3 0 0 0 C42H71N3O31 1113.411 × Y§ Y§ Y§ Y§ Y§
56 4 0 0 0 0 C24H42O21 666.222
√
Y§ Y§ Y§ Y§ Y§
57 4 0 0 0 0 C24H42O21 666.222
√
Y§ Y§ Y‡ Y§ Y§
58 4 0 0 0 0 C24H42O21 666.221
√
Y§ Y§ Y‡ Y§ Y§
59 4 0 0 0 0 C24H42O21 666.222
√
Y§ Y§ Y§ Y‡ Y‡
60 4 0 0 0 0 C24H42O21 666.222
√
Y§ Y§ Y§ Y‡ Y‡
61 4 0 0 0 0 C24H42O21 666.220
√
Y§ Y§ Y§ Y‡ Y§
62 4 0 0 0 0 C24H42O21 666.220
√
Y§ Y§ Y§ Y§ Y§
63 4 0 0 0 0 C24H42O21 666.222
√
Y§ Y§ Y§ Y‡ Y§
64 4 0 0 0 0 C24H42O21 666.222
√
Y§ Y§ Y§ Y‡ Y§
65 4 1 0 0 0 C32H55NO26 869.301
√
Y‡ Y‡ Y‡ Y‡ Y‡
66 4 1 0 0 0 C32H55NO26 869.302
√
Y‡ Y§ Y‡ Y‡ Y‡
67 4 2 0 0 0 C40H68N2O31 1072.385 × Y§ Y§ Y‡ Y§ Y‡
68 4 2 0 1 0 C51H85N3O39 1363.486 × N N Y§ N Y§
69 4 2 0 1 0 C51H85N3O39 1363.481 × Y§ Y§ Y‡ N Y§
70 5 0 0 0 0 C30H52O26 828.277 × Y§ N Y§ Y§ Y§
71 5 0 0 0 0 C30H52O26 828.276 × Y§ Y§ Y§ Y§ Y§
72 5 0 0 0 0 C30H52O26 828.272 × Y§ N N Y§ Y§
73 5 0 0 0 0 C30H52O26 828.276 × N N Y§ Y‡ Y§
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Table  1 (Continued)
# Compositiona Formula Neutral mass Veriﬁed by MS/MS  Presence in individual samples and abundanceb
CS1 CS2 CS3 CS4 CS5
74 5 0 0 0 0 C30H52O26 828.278 × Y§ Y§ Y§ Y§ Y§
75 6 0 0 0 0 C36H62O31 990.327 × Y§ Y§ Y§ Y§ Y§
76 6 0 0 0 0 C36H62O31 990.330 × Y§ N Y§ Y§ N
77  6 0 0 0 0 C36H62O31 990.331 × Y§ Y§ N Y§ Y§
78 6 0 0 0 0 C36H62O31 990.331 × N N N Y§ N
a Composition (in order): Hexose HexNAc Fucose NeuAc NeuGc.
b Relative abundance: §low abundance (<0.2%); ‡medium abundance (0.2–5%); ¥high abundance(5–20%); ¥¥very high abundance (>20%); ×compound abundance was  too
low  to achieve good MS/MS  spectra.
Table 2
Molecular ion adducts registered for colostrum goat milk oligosaccharides ([M+Na]+ in positive ionization mode and [M−H]− in negative ionization mode). Symbol code:
neutral (N); acidic (A).
Peak no Oligosaccharides [M+Na]+ [M−H]−
1 -2′-Fucosyl-lactose 511 487 N
2  Galactosyl-lactoses 527 503 N
3  3′-Sialyl-lactose and 6′-sialyl-lactose 656 632 A
4  Di-hexosyl-lactoses 689 665 N
5  Sialyl-lactosamine 697 673 A
6  Glycolyl-neuraminyl-lactosamine 713 689 A
corresponding losses of the different monomeric units of these OS
are indicated in the ﬁgure. MS/MS  spectra of all OS identiﬁed in
the samples analyzed are also available in Fig. 2S of supplementary
material.
From the 78 oligosaccharides identiﬁed, 40 (51.3%) are neu-
tral non-fucosylated, 3 (3.8%) neutral fucosylated and 35 (44.9%)
corresponded to sialylated (Ne5Ac/Neu5Gc) oligosaccharides. The
predominant OS found in these colostrum fractions analyzed were
sialyl-lactoses (neutral mass 633.211) followed by Hex-HexNAc-
Neu5Ac (neutral mass 674.238) and Hex-HexNAc-Neu5Gc (neutral
mass 690.232) residues.
Regarding neutral OS, 7 isomers of the neutral oligosac-
charide galactosyl-lactose (neutral mass 504.169), 9 isomers
of digalactosyl-lactose (neutral mass 666.222), 5 isomers of
tri-galactosyl-lactose (neutral mass 828.277) and 4 isomers of
tetragalactosyl-lactose (neutral mass 990.331) were also detected.
Different isomers of N-acetylglucosaminyl-lactose (neutral mass
545.195) and N-acetylglucosaminyl-hexosyl-lactose (neutral mass
707.249) and N-acetylglucosaminyl-dihexosyl-lactose (neutral
mass 869.301) were also found in all the colostra. These results
are in good agreement with those found by Meyrand et al. [4]
in goat milks, although a higher number of isomers of each
oligosaccharide have been detected in the present work. Addition-
ally, three oligosaccharides containing fucose were found in these
samples (fucosyl-lactosamine, 2′-fucosyl-lactose and lacto-N-fuco-
pentaose); some of these OS were detected in low abundance which
hindered our ability to achieve good tandem spectra as further
conﬁrmation.
A total of 35 acidic OS, containing N-acetylneuraminic
monomers (18), N-glycolylneuraminic monomers (13) and 4 con-
taining both (isomers of sialyl-N-glycolyl-neuraminyl-lactose),
were detected in goat colostrum (Table 1). To the best of our knowl-
edge, these results show the greatest number of acidic OS found
in goat milk, also including a higher Neu5Gc presence than that
reported in previous studies (54.8% vs. 29.4%) [4,19,31].
Conventionally, a step of reduction of carbohydrate aldehydes
into their alditols form is performed using sodium borohydride.
However, due to the low abundance of some fucosylated OS, the
reduction was not performed to avoid unwanted sample losses
associated with intense washing of residual borates (incompati-
ble with the subsequent mass spectrometry analysis). Therefore, in
some cases, the oligosaccharide isomers separated by nano-LC may
include  and  anomers.
3.2. Quantitative analysis of goat colostrum oligosaccharides
3.2.1. Optimization of HILIC-Q MS conditions
The pool goat colostrum CS5 sample after SEC treatment
was chosen as a representative sample for the optimization
of the HILIC-Q MS  method. Molecular ion adducts for fucosyl-
lactose, galactosyl-lactoses, sialyl-lactoses, digalactosyl-lactoses,
sialyl-lactosamines and glycolyl-neuraminyl-lactosamines were
selected for the optimization of HILIC-Q MS  conditions at both pos-
itive and negative mode (Table 2). According to results shown in
Table 1, several peaks were detected for selected m/z ions depend-
ing on the different conditions; however, only the main ones were
considered for the optimization of the method. Chromatographic
peaks corresponding to [M+Na]+ 656 and 511 m/z  ions under pos-
itive polarity and [M−H]− 632 and 487 m/z ions under negative
polarity were assigned to 6′-SL and 3′-SL and 2′-FL, respectively,
by comparison of their retention times and MS  data with those of
commercial standards.
The use of BEH-amide stationary phase was evaluated for the
analysis of GCO. Different gradients of acetonitrile:water using 0.1%
ammonium hydroxide as additive were assayed for the analysis of
CS5 oligosaccharides. First of all, initial gradient conditions were
evaluated, using different percentages of aqueous phase (10, 15
and 20%); 15% was selected for following experiments consider-
ing the appropriate retention times (14–16 min) of the ﬁrst eluting
compounds (acidic OS). Percentage of the aqueous phase was also
increased up to 50% and 80% in 50 min; 50% was  enough for the
elution of target carbohydrates. Finally, gradient rate was also eval-
uated: aqueous phase was  modiﬁed from 15% to 50% in 30, 40 and
50 min; whereas 30 and 40 min  were too fast for the appropriate
elution of all the compounds, 50 min  provided the best conditions.
These elution results were slightly improved reducing ﬁnal time
to 46 min, when all target carbohydrates had eluted. In all cases,
10 min  were required at 50% aqueous phase to clean de column.
Then, initial conditions were recovered in 1 min and ﬁnally equili-
brated for 15 min. These conditions were also applied to both 0.1%
acetic acid and 5 mM ammonium acetate additives.
Table 3 shows the chromatographic parameters (RT, wh, As
and Rs) considered for the selected carbohydrates under positive
polarity. In all cases, acidic OS eluted before the neutral ones;
this effect was  more notable working under basic conditions (0.1%
ammonium acetate as additive) where two eluting zones were
clearly distinguished in CS5 proﬁles: (i) acidic oligosaccharides
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Fig. 1. Nano-LC-Chip–Q-TOF MS proﬁles of goat colostrum oligosaccharides: CS1, CS2, CS3, CS4, and CS5.
(14.6–16.5 min) and (ii) neutral oligosaccharides (32.6–42.5 min).
The main separation mechanism in HILIC seems to be based
on the partitioning between a water-enriched layer on the sur-
face of the polar stationary phase and the relatively hydrophobic
eluent [32] which mainly affect neutral carbohydrates. However,
although BEH is considered a neutral stationary phase, ioniza-
tion of residual surface silanol groups in this stationary phase at
pH above 4 could impart negative charges to the column [32].
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Fig. 2. MS/MS  spectra of: (a) hexosyl-lactose 3 0 0 0 0 (m/z 505.176), (b) 2′-FL (m/z 489.181), and (c) 3′-SL (634.218). Light blue circle: hexose; dark blue circle: glucose;
yellow circle: galactose; red triangle: fucose; violet diamond: Neu5Ac. (For interpretation of the references to color in this ﬁgure legend, the reader is referred to the web
version  of this article.)
Table 3
Chromatographic parameters obtained using different additive of aqueous phase. Acetonitrile:water elution program: 15–50% aqueous phase in 46 min, 50% aqueous phase
for  10 min  at 30 ◦C.
0.1% ammonium hydroxide (ws pH = 9.52–8.75)) 0.1% acetic acid (ws pH = 4.10–3.65) 5 mM ammonium acetate (ws pH = 7.04–6.38)
[M+Na]+ RT (min) As wh (min) Rs [M+Na]+ RT (min) As wh (min) Rs [M+Na]+ RT (min) As wh (min) Rs
656 14.6 1.3 0.3 0.2 656 22.0 2.8 0.5 0.4 713 26.4 1.1 0.3 0.1
697  14.7 1.3 0.4 0.0 713 22.3 1.8 0.5 0.1 697 26.4 0.6 0.2 0.2
713  14.7 1.0 0.5 2.5 697 22.4 0.8 0.6 2.2 656 26.5 1.0 0.2 4.1
656  16.4 1.4 0.3 0.1 656 24.4 1.2 0.5 6.4 713 28.1 1.1 0.3 0.3
713  16.5 1.4 0.3 18.5 511 28.3 0.8 0.3 6.5 656 28.2 0.9 0.3 0.7
511  32.6 1.3 0.4 3.3 527 31.1 0.7 0.6 0.6 713 28.6 0.7 0.4 4.3
527  35.6 1.2 0.6 1.9 527 31.4 1.3 0.3 1.0 511 30.8 1.1 0.2 5.8
527  36.5 1.0 0.2 1.8 527 32.1 1.1 0.4 3.6 527 33.8 0.6 0.4 1.4
689  42.5 0.7 3.6 689 41.3 1.6 2.8 527 34.5 1.1 0.2 12.2
689 40.0 0.8 2.0
Under working conditions, negatively charged acidic oligosac-
charides (pKa of sialic acid = 2.6) would be electrostatically
repelled by the stationary phase and elute at shorter retention
times.
No noticeable differences in the resolution values for the
different conditions assayed were observed. Although, as previ-
ously mentioned, a better separation between acidic and neutral
oligosaccharides was achieved using 0.1% ammonium hydroxide
150 A. Martín-Ortiz et al. / J. Chromatogr. A 1428 (2016) 143–153
min5 10 15 20 040352 4535
1
4
2
3
3
5
6
6
7
a)
min5 10 15 20 040352 4535
3
4
12
6
b)
Fig. 3. Extracted ion chromatographic proﬁle of CS5 oligosaccharides obtained using BEH amide column and 0.1% ammonium hydroxide as mobile phase additive. (a) ESI
interface working under positive polarity and (b) under negative polarity. (1) 3′-Sialyl-lactose; (2) sialyl-lactosamine; (3) glycolyl-neuraminyl-lactosamine; (4) 6ı´-sialyl-
lactose; (5) 2′-fucosyl-lactose; (6) galactosyl-lactoses; (7) di-hexosyl-lactoses.
as additive, coelutions between 3′-SL, sialyl-lactosamine and
a glycolyl-neuraminyl-lactosamine and 6′-SL and a glycolyl-
neuraminyl-lactosamine were observed. This behavior was also
detected using 5 mM ammonium acetate as additive. A better sep-
aration was observed under acidic conditions except for 3′-SL and
a glycolyl-neuraminyl-lactosamine. Different isomers of [M+Na]+
527 and 689 m/z  coeluted at the same retention time under all con-
ditions, resulting in broad peaks mainly for digalactosyl-lactoses
(wh: 2.0–3.6 min). Regarding the other oligosaccharides, in general,
good peak width and symmetry values were obtained under both
0.1% ammonium hydroxide and 5 mM ammonium acetate (wh:
0.2–0.6 min  and As: 1.0–1.4 and wh: 0.2–0.4 min  and As: 0.6–1.1,
respectively), whereas slightly broader peaks with poor symmetry
were observed using 0.1% acetic acid as additive (wh: 0.3–0.6 min
and As: 0.7–2.8). Fig. 3a shows the HILIC-MS proﬁle of registered
CS5 oligosaccharides eluted under basic conditions and positive
polarity.
Under negative polarity, [M−H]− ions (632, 673 and 689
m/z) corresponding to acidic carbohydrates (6′-SL and 3′-SL,
sialyl-lactosamine and glycolyl-neuraminyl-lactosamine, respec-
tively) of CS5 were clearly detected using acetonitrile:water with
0.1% acetic acid, 0.1% ammonium hydroxide and 5 mM ammonium
acetate as additives. However, in all cases neutral carbohydrates
could not be determined or were only slightly detected under
these conditions (Fig. 3b). Therefore, further works were carried
out under positive polarity.
The effect of temperature was  also evaluated using BEH amide
column with acetonitrile:water and 0.1% ammonium hydroxide as
mobile phase. Three different temperatures (30, 40, 60 ◦C) were
assayed (Tables 3 and 4). As expected, as temperature increased
a higher decrease in RT of all the carbohydrates was  observed
(e.g. differences in RT values of 3.6 min  for 3′-SL and 2.3 min
for 2′-FL between 30 and 60 ◦C were observed). In general, nar-
rower peaks with good symmetry were obtained at 40 and 60 ◦C
(e.g. wh = 0.2–0.4 min; AS = 0.7–1.3), compared to elutions at 30 ◦C
(e.g. wh = 0.2–0.6 min; AS = 0.7–1.4), whereas resolution was only
slightly affected by temperature. Considering these results and in
order to avoid high temperatures which could affect the stability
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Table  4
Chromatographic parameters obtained using different oven temperatures. Acetonitrile:water + 0.1% ammonium hydroxide elution program: 15–50% aqueous phase in 46 min,
50%  aqueous phase for 10 min.
40 ◦C 60 ◦C
[M+Na]+ RT (min) As wh (min) Rs RT (min) As wh (min) Rs
656 13.9 0.9 0.3 0.2 11.0 0.7 0.4 0.4
713  14.0 1.1 0.4 0.0 11.4 1.3 0.5 0.4
697  14.0 1.2 0.4 3.5 11.8 0.7 0.4 2.4
656  16.1 0.7 0.2 0.1 13.6 0.7 0.4 0.2
713  16.1 1.1 0.3 35.6 13.7 1.1 0.2 40.0
511  31.9 1.1 0.2 6.5 30.3 1.0 0.3 7.4
527  35.1 0.7 0.3 1.7 33.9 0.7 0.3 1.8
527  36.0 1.1 0.2 2.2 34.8 1.1 0.2 2.2
689  42.0 0.8 3.0 40.7 0.7 3.0
of the stationary phase, 40 ◦C was selected for the analysis of the
oligosaccharides under study.
3.2.2. Analytical parameters
Once the chromatographic conditions were selected, different
analytical parameters were considered for the validation of the
method before quantitative analysis.
External standard method was used for the quantitative analysis
using calibration curves within the range 100–0.25 mg  L−1 for 2′-FL,
maltotriose, maltotetraose, 3′- and 6′-SL. These compounds were
selected as representative of neutral fucosylated trisaccharides,
neutral non-fucosylated trisaccharides, neutral tetrasaccharides
and acidic OS, respectively. The obtained correlation coefﬁcients
from these calibration curves ranged from 0.92 to 0.99.
Considering that GCO are present at low levels, limit of detec-
tion (LOD), limit of quantitation (LOQ) and precision (RSD, %) data
for a standard mixture including 6′-SL, 2′-FL and maltotriose, as
Table 5
Limits of detection (LOD) and of quantitation (LOQ) and precision (relative standard
deviation, % RSD) for a standard mixture analyzed by HILIC-Q MS using acetoni-
trile:water with 0.1% ammonium hydroxide as mobile phase and 40 ◦C as oven
temperature.
Compound LOD
(ng mL−1)
LOQ
(ng mL−1)
Precision
(RSD, %)
2′-Fucosyl-lactose 160.62 535.41 6.9
6′-Sialyl-lactose 3.28 10.94 8.1
Maltotriose 19.76 65.87 6.0
Maltotetraose 114.21 380.69 7.2
representative standards of target compounds, were calculated. As
shown in Table 5, the lowest LOD and LOQ values were obtained
for 6′-SL (3.28 and 10.94 ng mL−1, respectively), whereas the high-
est were found for 2′-FL (160.62 and 535.41 ng mL−1, respectively).
Good precision values were obtained for all standards analyzed
(RSD ranging 6.0–8.1%).
Table 6
Content (mg  L−1) of oligosaccharides in colostrum samples analyzed by HILIC-Q MS using acetonitrile:water with 0.1% ammonium hydroxide as mobile phase and 40 ◦C as
oven  temperature.
Compositiona [M+Na]+ RT (min) CS1 CS2 CS3 CS4 CS5
2′-Fucosyl-lactosec 20100 511 32.6 2.2 (0.4)b 2.9 (0.1) 7.7 (0.1) 31.6 (0.3) 16 (1)
Galactosyl-lactosec 30000 527 35.1 145 (10) 128 (13) 125 (11) 233 (11) 266 (21)
Galactosyl-lactosec 30000 527 36.0 3.6 (0.5) 2.0 (0.3) 2.7 (0.7) 5 (1) 8.3 (2.2)
Sialyl-lactosaminec 11010 697 14.0 37.80 (0.01) 31.31 (0.01) 33 (4) 65 (6) 5.7 (0.8)
Sialyl-lactosaminec 11010 697 14.3 8.0 (0.6) 5.2 (0.4) 6 (2) 8.6 (0.5) 4 (1)
3′-Sialyl-lactosec 20010 656 13.9 3.05 (0.01) 5.73 (0.02) 12 (1) 12 (0.7) 10 (1)
6′-Sialyl-lactosec 20010 656 16.2 53 (5) 50 (2) 70 (1) 124 (2) 29 (4)
Glycolyl-neuraminyl-lactosaminec 11001 713 12.4 2.26 (0.02) 1.48 (0.01) 0.7 (0.5) 5.5 (0.5) 1.5 (0.8)
Glycolyl-neuraminyl-lactosaminec 11001 713 14.0 0.6 (0.1) 0.24 (0.03) 1.41 (0.02) 0.98 (0.01) 2.24 (0.03)
Glycolyl-neuraminyl-lactosaminec 11001 713 16.1 13.6 (0.5) 2.7 (0.1) 2.8 (0.4) 8 (1) 5.1 (0.1)
Glycolyl-neuraminyl-lactosaminec 11001 713 16.2 10.6 (0.6) 2.6 (0.1) 4.5 (0.7) 5 (1) 5.1 (0.1)
Glycolyl-neuraminyl-lactosec 20001 672 13.7 0.2 (0.1) 0.61 (0.04) 1.30 (0.01) 3.0 (0.3) 0.3 (0.5)
Glycolyl-neuraminyl-lactosec 20001 672 16.3 5.14 (0.03) 3.93 (0.02) 7 (1) 19 (2) 5 (1)
Glycolyl-neuraminyl-lactosec 20001 672 17.8 19.8 (0.3) 5.5 (0.1) 12 (1) 30 (2) 5 (2)
Fucosyl-lactosaminec 11100 552 30.6 3.1 (0.1) 4.1 (0.1) 6.00 (0.05) 6.15 (0.05) 5.9 (0.7)
Sialyl-hexosyl-lactose 30010 818 16.2 0.05 (0.01) 0.93 (0.02) 0.1 (0.1) 0.10 (0.01) 1.3 (0.4)
Sialyl-hexosyl-lactose 30010 818 17.4 0.05 (0.01) –d – 0.03 (0.01) 1 (1)
Sialyl-hexosyl-lactose 30010 818 17.9 0.07 (0.01) 0.08 (0.01) – 0.05 (0.01) 1.2 (0.2)
Sialyl-glycolyl-neuraminyl-lactose 20011 963 9.5 – – – – 1.1 (0.2)
Sialyl-glycolyl-neuraminyl-lactose 20011 963 12.1 0.21 (0.02) 0.27 (0.03) 0.16 (0.03) – 1.1 (0.2)
Acetyl-glucosaminyl-hexosyl-lactose 31000 730 26.7 – – – – 1.4 (0.4)
Acetyl-glucosaminyl-hexosyl-lactose 31000 730 27.6 – 0.75 (0.01) 0.4 (0.3) 1.19 (0.07) 10 (2)
Acetyl-glucosaminyl-lactose 21000 568 31.7 0.33 (0.03) 0.3 (0.1) 0.3 (0.1) 0.63 (0.01) 1.1 (0.1)
Acetyl-glucosaminyl-lactose 21000 568 32.5 0.46 (0.02) 0.26 (0.02) 0.20 (0.01) 0.7 (0.1) 3 (1)
Acetyl-glucosaminyl-lactose 21000 568 32.8 1.4 (0.2) 0.6 (0.2) 0.60 (0.01) 3.9 (0.1) 1.5 (0.6)
Acetyl-glucosaminyl-lactose 21000 568 33.9 0.11 (0.01) 0.06 (0.01) 0.29 (0.01) 0.21 (0.01) 0.7 (0.2)
Dihexosyl-lactose 40000 689 39.5 0.22 (0.01) 0.22 (0.02) – 1.31 (0.05) 1.6 (0.1)
Dihexosyl-lactose 40000 689 40.6 – – – 1.98 (0.03) 2.0 (0.1)
Dihexosyl-lactose 40000 689 41.9 1.2 (0.1) 0.58 (0.01) – 4.65 (0.05) 6.9 (0.1)
Total  oligosaccharides 311.84 251.22 293.16 572.24 404.11
a Composition (in order): Hex HexNAc Fucose NeuAc NeuGc.
b Standard deviation in brackets.
c Oligosaccharides analyzed before SEC treatment.
d Non detected OS.
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The potential effect on the quantitative determination of GCO
of the sample matrix was also considered by analyzing different
dilutions (1:1–1:50, v/v) of CS5 before and after SEC treatment. No
differences in carbohydrates concentrations associated to a possi-
ble matrix effect were found for the different dilutions.
3.2.3. Quantitation of oligosaccharides in colostrum samples
Table 6 shows the quantitative data (mg  L−1 goat colostrum) of
the most abundant GCO for the ﬁve samples. Considering the poten-
tial loss of OS with three monomer units during SEC treatment,
oligosaccharides marked with an asterisk in the table (2′-FL, 3′-SL,
6′-SL, sialyl-lactosamine, galactosyl-lactoses, fucosyl-lactosamine,
glycolyl-neuraminyl-lactosamine and glycolyl-neuraminyl-
lactose) were quantiﬁed in the original samples only after fat and
protein removal (before performing SEC).
A high variability in quantiﬁed OS concentrations was observed
among the different colostrum samples. CS4 showed the high-
est concentrations of OS (572.24 mg  L−1) whereas CS2 and CS3
showed the lowest values (251.22 and 293.16 mg  L−1, respectively).
Values ranging from 140 to 315 mg  L−1 for neutral oligosaccha-
rides and from 83 to 251 mg  L−1 for acidic oligosaccharides were
found. The most abundant OS were galactosyl-lactoses (separa-
tion of all the isomers was not possible and these compounds
were quantiﬁed together: 124.92–265.77 mg  L−1). Concentration
of these neutral carbohydrates in colostrum samples are higher
than those reported in the literature for goat milks [4]. Regarding
fucosyl-oligosaccharides, 2′-FL showed higher concentrations
(2.21–31.59 mg  L−1) than fucosyl-lactosamine (3.08–6.15 mg  L−1).
As indicated before, concentration of 6′-SL (28.85–
123.76 mg  L−1) was higher than that of 3′-SL (3.05–11.99 mg  L−1)
in all the colostrum samples. These results could suggest an OS
proﬁle closer to human milk than bovine milk, where 3′-SL is
the predominant form in the latter. Relatively high amounts of
sialyl-lactosamine isomers were also found in colostrum samples
(5.17–8.56 and 5.66–65.12 mg  L−1), whereas lower concentrations
of other acidic OS were observed (Table 6). Although some of
these oligosaccharides have been detected in previous works in
mature goat milks [4,10,15], to the best of our knowledge, this is
the ﬁrst time that such a large number of oligosaccharides have
been quantiﬁed in goat colostrum.
4. Conclusions
A high number of both neutral and acidic OS has been detected
for the ﬁrst time in different goat colostrum samples by Nano-LC-
Chip–Q-TOF MS.  Moreover, a HILIC-Q MS  method has successfully
been developed for the ﬁrst time for the quantitative analysis of
these OS. Regarding mobile phase, acetonitrile:water with 0.1%
ammonium hydroxide as additive has proven to be the most appro-
priate eluent to achieve good results in terms of peak width, peak
symmetry and resolution. This method has proven to be success-
ful for the quantitation of several OS in colostrum samples. Up to
0.57 g L−1 of total OS could be estimated, galactosyl-lactoses being
the predominant carbohydrates followed by sialyl- and fucosyl-
oligosaccharides, respectively. Overall, ﬁndings contained in this
work strengthen the potential of goat colostrum as an efﬁcient
source of naturally-occurring bioactive OS.
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Changes in Caprine Milk Oligosaccharides at Diﬀerent Lactation
Stages Analyzed by High Performance Liquid Chromatography
Coupled to Mass Spectrometry
Andrea Martín-Ortiz,† Daniela Barile,‡ Jaime Salcedo,‡ F. Javier Moreno,§ Alfonso Clemente,∥
Ana I. Ruiz-Matute,*,† and María L. Sanz†
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ABSTRACT: Changes of the abundance of caprine milk oligosaccharides (CMO) at diﬀerent lactation stages have been
evaluated by hydrophilic interaction liquid chromatography coupled to mass spectrometry (HILIC−Q MS) and nanoﬂow liquid
chromatography−quadrupole-time-of-ﬂight mass spectrometry (nano-LC-Chip−QTOF MS). Eight major oligosaccharides (OS)
were quantiﬁed at diﬀerent lactation stages by HILIC−Q MS, while the use of nano-LC-Chip−QToF MS allowed expanding the
study to forty-nine diﬀerent OS by monitoring neutral non- and fucosylated species, as well as acidic species containing not only
N-acetyl-neuraminic acid or N-glycolyl-neuraminic acid residues but also the combination of both sialic acids. Overall, the most
abundant OS decreased with lactation time, whereas diﬀerent trends were observed for minor OS. 6′-Sialyl-lactose was the most
abundant acidic OS while galactosyl-lactose isomers were identiﬁed as the most abundant neutral OS. This is the ﬁrst time that a
comprehensive study regarding the changes of the abundance of CMO, both neutral and acidic, at diﬀerent lactation stages is
carried out.
KEYWORDS: goat milk oligosaccharides, lactation stages, hydrophilic interaction liquid chromatography,
nanoﬂow liquid chromatography−quadrupole-time-of-ﬂight mass spectrometry
■ INTRODUCTION
Humanmilk (HM) is considered the ideal food for neonates, not
only because of its complex nutrients mixture, fulﬁlling infant’s
requirements, but also because of the presence of bioactive
components, exerting important physiological eﬀects for the
neonate.1 Among those, human milk oligosaccharides (HMOS)
have been described to act as prebiotics and as potent inhibitors
of bacterial adhesion to intestinal epithelial receptors.2,3
Moreover, as they are not digested and are absorbed only in a
small proportion in the gastrointestinal tract, they may play a role
in the local intestinal immune system of the breast-fed infants,
thus acting in the prevention of infectious diseases.2−8
HMOS are complex structures with diﬀerent glycosidic
linkages, degrees of polymerization, and monomeric composi-
tion, including hexoses (Hex, D-glucose, and D-galactose), N-
acetyl-glucosamine (GlcNAc), L-fucose (Fuc), and sialic acid [N-
acetyl-neuraminic acid (Neu5Ac)].9 More than 200 diﬀerent
HMOS have been described to be present in HM,10,11 with
predominance of neutral fucosylated HMOS (50−70%)
compared to acidic ones (10−25%).12,13 However, due to their
speciﬁc structural composition diversity, at present, it is not
feasible to totally replicate the HMOS proﬁle by synthetic
methods; only HMOS of lower molecular weight have been
successfully produced by molecular engineering approaches.14
Therefore, there is great interest in ﬁnding alternative sources
with similar bioactive properties to HMOS that can be exploited
by the food or pharmaceutical industry on a large scale, either
through direct consumption or as a functional ingredient in
infant formulas, mimicking biological functions of oligosacchar-
ides (OS) present in HM.15,16 In this sense, naturally occurring
OS isolated frommilk of animal species could be considered.17,18
Goat milk is known to contain OS structurally similar to those
present in HM4,19−21 and in higher concentrations than milks
from other farm mammals.4 Recently, in vitro studies have
revealed the potential prebiotic activity of OS from caprine
whey.17 Moreover, it has been proved that OS isolated from goat
milk reduce intestinal inﬂammation in rats with induced colitis,23
and they can improve the barrier function of epithelial cell
cocultures.24 Therefore, goat milk could be a potentially
promising functional food ingredient for improving intestinal
health,24 especially if supplemented in infant formulas.
Liquid chromatography (LC) is the most widespread
technique for the analysis of OS from mammal milks. Although
several LC operation modes, such as normal phase (NP)25 and
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high performance anion exchange chromatography
(HPAEC),4,14,22,23,26,27 have been widely used for the analysis
of these carbohydrates, hydrophilic interaction liquid chroma-
tography (HILIC) is considered an eﬃcient operation mode for
the analysis of complex OS mixtures,28−31 providing appropriate
resolution between isomeric OS and good peak shapes. In a
recent study from our group,20 the main OS in diﬀerent goat
colostra have been quantiﬁed by HILIC-Q MS. Additionally, up
to 78 caprine milk oligosaccharides (CMO) structures were
identiﬁed by nanoﬂow liquid chromatography−quadrupole-
time-of-ﬂight mass spectrometry (Nano-LC-Chip−Q-TOF
MS). The combination of information provided by both
techniques allowed obtaining comprehensive information, not
provided in previous studies, about goat colostra OS
composition.
Changes of the OS abundance of human and bovine milks at
diﬀerent lactation stages have been widely studied, observing a
decrease in their total content during lactation and amodiﬁcation
in the OS proﬁle.28,32,33 However, little is known about the
changes of CMO composition during lactation. A transcriptomic
study of glycosylation-related genes in goat colostrum and milk
obtained after 120 days of lactation has recently shown that most
of them were more expressed in the former, which might be
related to the higher OS concentration found in colostrum.34
Recently, the content of three OS, namely 3′-sialyl-lactose (3′-
SL), 6′-sialyl-lactose (6′-SL), and disialyl-lactose, in the colostra
and milks of two goat breeds sampled at diﬀerent stages of
lactation (up to 90 days) was reported.27,35 In general, a decrease
of OS content was observed during lactation, although the 3′-SL
contents increased in colostrum from 0 to 24 h. Formiga de
Sousa et al.36 also detected a decrease in sialic acid monomers,
obtained after hydrolysis of CMO, at diﬀerent lactation stages
(85, 105, 125, and 145 days). However, to the best of our
knowledge, a more comprehensive study of the evolution of both
neutral and acidic CMO during lactation has not yet been carried
out.
Therefore, the present work investigated the changes of the
abundance of CMO during the ﬁrst months of lactation in
individual and pooled milks from goats of the same breed
(Murciano-Granadina) by HILIC-Q MS and Nano-LC-Chip−
Q-TOF MS.
■ MATERIALS AND METHODS
Chemicals and Reagents. Acetic acid was from Normasolv
(Barcelona, Spain), ammonium acetate, and ammonium hydroxide
were from Panreac (Barcelona, Spain), and ethanol of analytical grade
was acquired from Lab-Scan (Gliwice, Poland). Acetonitrile (ACN) and
formic acid (HPLC-MS grade) were obtained from Fisher-Scientiﬁc
(Fair Lawn, NJ, USA). ESI-TOF Low Concentration Tuning Mix
G1969-85000 was acquired from Agilent Technologies (Santa Clara,
CA, USA). Nanopure water (18.2 MΩ·cm, 25 °C) was used throughout
all experiments.
Analytical grade standards of 6′-sialyllactose (6′-SL) sodium salt, 3′-
sialyllactose (3′-SL) sodium salt, 3′-sialyl-N-acetyllactosamine, 3′-
galactosyl-lactose, 4′-galactosyl-lactose, and 6′-galactosyl-lactose were
purchased from Carbosynth (Berkshire, UK), whereas 3α,4β-galacto-
triose was obtained from Dextra Laboratories (Reading, UK) and 2′-
fucosyllactose (2′-FL) was from V-Laboratories (Covington, LA, USA).
Nylon FH membranes (0.22 μm; Millipore, Bedford, MA, USA) were
used for ﬁltering ACN:water (50:50, v:v) standard solutions before
injection.
Milk Samples. Individual milk samples from one Murciano-
Granadina goat (GM) were collected at an experimental farm at
Estacioń Experimental del Zaidıń (Granada, Spain). Samples were
collected at days 2, 10, 20, 30, and 40 of lactation (GM2, GM10, GM20,
GM30, and GM40, respectively). Moreover, milks kindly provided by
Hermanos Archiduque farm (Granada, Spain) from 12 individual
Murciano-Granadina goats (GP) were collected at days 1, 7, 30, and 120
and pooled (GP1, GP7, GP30, and GP120, respectively). GM2 and GP1
samples were considered colostrum. Samples were immediately frozen
at −80 °C until their analysis. The Spanish guidelines for experimental
animal protection (Royal Decree 53/2013) in line with the
corresponding European Directive for animal care and handling
(2010/63/EU) were followed. The Ethics Committee for Animal
Research from the Animal Nutrition Unit approved the experimental
protocol.
Fat and Protein Removal. Samples were defatted by centrifugation
at 6500g for 15 min at 5 °C and kept in an ice bath for 30 min. Whatman
No. 1 ﬁlter paper was used for the removal of lipid layer supernatant.4
The removal of the protein fraction was carried out by the addition of
two volumes of cold ethanol to the skimmed colostrum and milk
samples. After shaking for 2 h in an ice bath, solutions were centrifuged
at 6500g for 30 min at 5 °C. Supernatants were collected, and ethanol
was removed in a rotary evaporator (Büchi Labortechnik AG, Flawil,
Switzerland) at 37 °C. The carbohydrate fraction present in the aqueous
solution was frozen and freeze-dried.
Chromatographic Analyses. HILIC-Q MS. CMO quantitation was
performed on an Agilent 1200 series HPLC system (Hewlett-Packard,
Palo Alto, CA, USA) equipped with an oven (Kariba Instruments, UK)
and coupled to a quadrupole HP-1100mass detector (Hewlett-Packard)
with an electrospray ionization (ESI) source using the method
previously optimized by Martıń-Ortiz et al.20 Samples were diluted
with 50:50 (v:v) acetonitrile (ACN):water and ﬁltered through a 0.22
μm ﬁlter (Millipore, Madrid, Spain), and 5 μL was injected.
An ethylene bridge hybrid with a trifunctionally bonded amide phase
(BEH X-Bridge column; 150 × 4.6 mm; 3.5 μm particle size, 135 Å pore
size, Waters, Hertfordshire, UK) at a ﬂow rate of 0.4 mLmin−1 was used
for LC experiments. For these assays, a gradient of ACN:water with
addition of 0.1% ammonium hydroxide was used as follows: from 0 to 46
min a linear gradient from 15 to 50% aqueous phase was kept for 10 min
at these conditions, and then ramped to the original composition in 1
min, and ﬁnally equilibrated for 15 min. The ESI source was operated
under positive polarity using 4 kV capillary voltage at 300 °C with a
nitrogen drying gas ﬂow of 12 L min−1 and a nebulizer (N2, 99.5%
purity) pressure of 276 kPa; the fragmentor voltage was varied from 80
to110 V. Adducts formed under optimal conditions were evaluated. Ions
corresponding to [M+Na]+ of the OS under analysis were monitored in
SIM mode using default variable fragmentor voltages. HPChem Station
software version 10.02 (Hewlett-Packard) was used for data processing.
Quantitative analysis was performed in triplicate by the external
standard method, using calibration curves within the range 5−100 mg
L−1 for 3′-SL, 6′-SL, 3′-sialyl-N-acetyl-lactosamine, and 3′-galactosyl-
lactose. Considering the absence of glycolyl-neuraminyl-lactose
(Neu5Gc-lactose) as commercial standard, the responses of N-acetyl-
neuraminic and N-glycolyl-neuraminic acids were evaluated. Negligible
diﬀerences were observed between the responses of these mono-
saccharides; therefore, Neu5Gc-lactose isomers were quantiﬁed using
3′-SL calibration curves. The reproducibility of the method was
estimated on the basis of the intraday and interday precision, calculated
as the relative standard deviation (RSD) of retention times and
concentrations of OS standards obtained in ﬁve independent measure-
ments. Good precision values were obtained (RSD ranging 6−8%). The
limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) were
calculated as three and ten times, respectively, the signal to standard
deviation of the noise ratio (S/σN). Values ranging from 0.03−0.16 mg
mL−1 and 0.1−0.5 mg mL−1 were obtained for LOD and LOQ,
respectively.
Nano-LC-Chip−Q-TOF MS. Sample Preparation. Considering that
the high content of lactose present in goat milk would cause interference
with the analysis of lower abundance OS, this disaccharide was removed
frommilk samples by size exclusion chromatography (SEC) using a Bio-
Gel P2 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) column (90 × 5 cm). Water was
selected as the mobile phase at a ﬂow of 1.5 mL min−1 at 4 °C. The OS
fraction was dissolved in water (20 wt %:v), and 25 mL was injected into
the column. Fractions of 10 mL were collected. The degree of
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polymerization (DP) of the collected fractions was determined by ESI-
MS (Agilent 1200 series HPLC system, Hewlett-Packard) at positive
polarity, selecting the corresponding m/z values. Fractions with DP ≥ 3
were pooled and freeze-dried.
MS Analysis. Prior to MS analysis, puriﬁed and dried OS of GM and
GP samples were reconstituted to a ﬁnal concentration of 0.1 mg mL−1
with nanopure water, with lacto-N-difucohexaose I (Sigma Aldrich)
being added as internal standard (ﬁnal concentration of 0.001g L−1). MS
analysis was carried out using an Agilent 6520 LC/QTOF MS with a
microﬂuidic nanoelectrospray chip containing graphitized carbon
enrichment and analytical columns (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA), as previously described.20 A binary gradient of 3%
ACN/0.1% formic acid in water (solvent A) and 90% ACN/0.1% formic
acid in water (solvent B) at a ﬂow rate of 0.3 μL min−1 for the nano
pump and an isocratic method (100% A) at a ﬂow rate of 4 μL min−1 for
the capillary pump were applied. Positive ionization mode with a mass/
charge (m/z) range of 450−2500 was selected for data acquisition.
Automated precursor selection was employed based on abundance, with
up to 6 MS/MS per MS. A precursor isolation window of 1.3 m/z and a
fragmentation energy set at 1.8 V/100 Da was used. Reference masses of
m/z 922.009 and 1221.991 were selected for internal calibration (ESI-
TOF Low concentration Tuning Mix G1969-85000, Agilent Tech-
nologies).
OS identiﬁcation was performed using the Find Compounds by
Formula function of Mass Hunter Qualitative Analysis Version B.06.00
(Agilent Technologies), which allowed matching the masses of OS with
the caprine milk OS databases, and OS composition was conﬁrmed by
MS/MS as described in the literature.19 The abundance of each OS
relative to the internal standard (Area OS/Area i.s.) was obtained in
triplicate.
Statistical Analysis. Statistica version 7.1 (2005) by Statsoft Inc.
(Tulsa, USA) was used for statistical analyses. A one-way ANOVA test
followed by a Fisher test as a post hoc comparison of means were used to
determine signiﬁcant diﬀerences (P < 0.05) in OS content among the
lactation stages.
■ RESULTS AND DISCUSSION
To evaluate the changes in CMO abundance at diﬀerent lactation
stages and considering their high variability in colostra, as
previously reported by Martıń-Ortiz et al.,20 two diﬀerent milk
collection approaches using goats of the same breed were
followed in this study: (i) milks of an individual goat (GM) and
(ii) pools of milk from 12 diﬀerent goats (GP). GP samples could
be considered as representative of milks from the Murciano-
Granadina goat breed.
Figure 1. HILIC-Q MS proﬁle of main oligosaccharides of GM at 20 days of lactation. See Tables 1 and 2 for peak assignation.
Table 1. Concentration (mg L−1) of Oligosaccharides (OS) in Goat Milk GM Analyzed by HILIC-Q MSa
Lactation period (days)
Peak number Carbohydrate tR (min) GM2 GM10 GM20 GM30 GM40
1 Glycolyl-neuraminyl-lactose (isomer 1) 13.7 7.1 (0.3) a − − − −
2 3′-Sialyl-lactose 13.9 17.7 (3.0) a 19.4 (3.7) a 25.7 (0.8) b 12.2 (1.6) c 11.2 (1.7) c
3 Sialyl-lactosamine 14.0 28.8 (1.1) a 6.6 (1.0) b 13.3 (2.0) c 5.7 (0.2) b −
4 6′-Sialyl-lactose 16.2 36.4 (5.1) a 26.6 (2.8) b 27.4 (1.0) b 12.6 (1.1) c 11.3 (1.3) c
5 Glycolyl-neuraminyl-lactose (isomer 2) 16.3 10.4 (1.0) a 13.2 (2.2) b 19.0 (0.1) c 6.7 (0.5) d 12.1 (0.4) a,b
6 Glycolyl-neuraminyl-lactose (isomer 3) 17.8 10.3 (1.7) a 13.6 (3.7) b 9.5 (0.1) c 4.4 (0.4) c −
7 Galactosyl-lactose (isomer 1) 35.1 84.1 (11.0) a 43.0 (1.8) b 53.9 (2.2) c 14.9 (0.8) d 19.2 (0.8) d
8 Galactosyl-lactose (isomer 2) 36.0 4.3 (0.2) a 6.4 (1.3) b 14.0 (0.3) c 2.4 (0.3) d 5.5 (0.4) b
Total CMO 199.1 128.8 162.8 58.9 59.3
Acidic OS 110.7 79.4 94.9 41.6 34.6
Neutral OS 88.4 49.4 67.9 17.3 24.7
aStandard deviations are presented in parentheses. Dashes (−) indicate content below LOQ (0.1−0.5 mg L−1). Diﬀerent letters indicate signiﬁcant
diﬀerences (P < 0.05) among the lactation stages for each OS.
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Quantitation of the Main Caprine Milk OS at Diﬀerent
Lactation Stages by HILIC-Q MS. Figure 1 shows the
extracted ion chromatographic proﬁle (HILIC-Q-MS) of the
main OS in GM obtained at 20 days of lactation. Peaks at
retention times of 13.9 and 16.2 min were assigned as 3′-SL and
6′-SL by comparison with those of commercial standards. The
peak eluting at 14.0 min was identiﬁed as sialyl-lactosamine,
whereas three peaks with tR at 13.7, 16.3, and 17.8 min were
assigned to diﬀerent isomers of glycolyl-neuraminyl-lactose. The
peak eluting at 35.1 min could be a mixture of diﬀerent
galactosyl-lactose isomers by comparison with the corresponding
standards (3′-galactosyl-lactose, 4′-galactosyl-lactose, and 6′-
galactosyl-lactose), which eluted between 34.8 and 35.4 min,
whereas the peak eluting at 36.0 min could correspond to
another galactosyl-lactose isomer for which a standard was not
available. The presence of 3′-galactosyl-lactose in goat milks had
been previously reported;4 however, these milks can also be
constituted by other diﬀerent isomers of this carbohydrate.
Tables 1 and 2 show the content (mg L−1) of the main OS
found in GM and GP samples, respectively, at the diﬀerent
lactation stages. In general, the concentration of OS quantiﬁed in
GP colostrum (488.0 mg L−1) was higher than in GM colostrum
(199.1 mg L−1). Diﬀerences in OS concentration would be
expected considering the variability of individual goats, as
previously reported by diﬀerent authors.20,27 In both samples, the
galactosyl-lactose isomer eluting at 35.1 min was the most
abundant OS, followed by 6′-SL. These results agree with those
found in a previous work for colostra of Murciano-Granadina
goats.20 However, Claps et al.27 reported a higher content of 3′-
SL compared to 6′-SL in colostra from two Italian goat breeds
(Maltese and Garganica). These dissimilarities could be
attributed to the diﬀerent breeds studied. Other authors have
also found signiﬁcant diﬀerences in OS composition (neutral,
fucosylated, and sialyl-OS) of diﬀerent bovine milks depending
on the breed,37,38 reporting a higher proportion of 6′-SL in
Friesian bovine colostrum and higher proportions of 3′-SL in
Jersey one.
Diﬀerences in total OS concentration were observed along
lactation, with higher values in colostrum and decreasing
amounts during the studied period (3.3 times lower at 40 days
of lactation in GM and 4.3 times lower at 120 days of lactation in
GP). However, a slight increase of CMO content was observed in
GMbetween 10 and 20 days of lactation (from 128.8 to 162.8 mg
L−1), a trend previously described by Tao et al.39 in porcine milk
OS.
Regarding neutral CMO, a signiﬁcant decrease was observed
in galactosyl-lactose isomers in GP during lactation, although the
content of these OS increased from 30 to 120 days of lactation
(Table 2). Nevertheless, neutral OS present in GM samples
varied diﬀerently along lactation: while the major galactosyl-
lactose isomer with tR at 35.1 min decreased with time, the minor
one eluting at tR 36.0 min experienced an initial increase
(colostrum to day 20), decreasing at further lactation stages
(Table 1). To the best of our knowledge, there are not previous
data regarding changes of neutral CMO abundance during
lactation stages in the literature.
When acidic OS were evaluated, trends were dependent on the
OS considered. Sialyl-lactosamine content steeply decreased
during lactation in both types of samples. Although the
concentration of this OS increased at 20 days in GM, it
decreased below the LOQ at 40 days of lactation (Table 1), and it
was present at very low levels (<2 mg L−1) from the seventh day
of lactation onward in GP sample (Table 2). A diﬀerent behavior
was observed for 3′-SL and 6′-SL concentration in both samples.
Although both OS decreased during lactation, an increase was
observed at day 30 inGP and at day 20 inGM samples. It is worth
noting that 6′-SL showed a more noticeable decrease than 3′-SL;
no signiﬁcant diﬀerences between these OS contents at the end
of the lactation period in both types of samples were observed.
Concentrations of glycolyl-neuraminyl-lactose isomers slightly
increased in GP and GM samples at early stages of lactation to
further progressively decrease up to the end of the studied period
(Tables 1 and 2). Furthermore, the ratio between acetyl-
neuraminyl- and glycolyl-neuraminyl-OS was noticeably higher
in colostrum (that is, 6.4-fold in GP1 and 3.0-fold in GM2) than
in any of the samples corresponding to more advanced lactation
period.
In general, sialyl-OS, which have been reported to show several
physiological functions in human and other mammalian infants,1
are more abundant in colostrum than in mature or late lactation
milk. These data are in agreement with results obtained for
human and bovine milks and colostra.32,35
Identiﬁcation and Changes of Abundance of Caprine
Milk OS Fraction during Lactation by Nano-LC-Chip−Q-
TOF MS. To evaluate the abundance variation of minor CMO
during lactation, GM and GP samples were loaded onto a SEC
column to remove the high content of lactose, which could
interfere in further analyses. The lactose concentration was
reduced up to 99.9%, although a partial loss of trisaccharides,
mainly galactosyl-lactose, was also observed in these fractions
(data not shown). Considering the high sensitivity, identiﬁcation
Table 2. Concentrations (mg L−1) of OS in the Goat Milk Pool GP Analyzed by HILIC-Q MSa
Lactation period (days)
Peak number Carbohydrate tR (min) GP1 GP7 GP30 GP120
1 Glycolyl-neuraminyl-lactose (isomer 1) 13.7 1.7 (0.5) a,b 3.9 (1.3) c 2.8 (1.3) b,c 0.7 (0.2) a
2 3′-Sialyl-lactose 13.9 23.6 (7.2) a 9.1 (0.3) b 20.0 (2.6) a 10.2 (2.9) b
3 Sialyl-lactosamine 14.0 18.3 (1.6) a 1.9 (0.1) b 1.2 (0.1) b 0.4 (0.1) b
4 6′-Sialyl-lactose 16.2 150.7 (99.3) a 45.0 (9.6) b 86.2 (8.3) a,b 17.7 (6.7) b
5 Glycolyl-neuraminyl-lactose (isomer 2) 16.3 11.5 (4.8) a 28.5 (8.1) b 19.5 (1.5) c 11.5 (3.2) a
6 Glycolyl-neuraminyl-lactose (isomer 3) 17.8 17.0 (6.9) a,b 23.2 (4.3) a 19.6 (2.9) a 9.0 (3.9) b
7 Galactosyl-lactose (isomer 1) 35.1 250.1 (16.2) a 65.8 (14.4) b 23.1 (3.1) c 53.4 (14.1) b
8 Galactosyl-lactose (isomer 2) 36.0 15.1 (2.9) a 13.0 (4.1) a,b 5.7 (0.8) c 9.5 (2.4) b,c
Total CMO 488 190.4 178.1 112.4
Acidic OS 222.8 111.6 149.3 49.5
Neutral OS 265.2 78.8 28.8 62.9
aStandard deviations are presented in parentheses. Diﬀerent letters indicate signiﬁcant diﬀerences (P < 0.05) among the lactation stages for each OS.
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capacity, and small consumption of sample provided by Nano-
LC-QToF MS, this technique was selected to study minor OS.
Tables 3 and 4 show the individual OS identiﬁed by nano-LC-
QTOFMS in goat milks (GM and GP, respectively). The OS are
cited according to their sequential monomeric composition (in
order): Hex_HexNAc_Fuc_Neu5Ac_Neu5Gc, indicating the
number of units that they contain. A total of 49 unique OS
structures were detected. Neutral nonfucosylated OS showed the
greatest diversity with 23 diﬀerent structures, followed by
Neu5Ac-OS with 11 structures, Neu5Gc-OS with 9, neutral
Table 3. Evolution of OS Detected by nano-LC-QTOFMS inMurciano-Granadina Goat Milk (GM) at Diﬀerent Lactation Times:
Colostrum (GM2), 10 days (GM10), 20 days (GM20), 30 days (GM30), and 40 days (GM40) of Lactationa
Lactation period (days)
# tR Composition
b Formula Neutral Mass Veriﬁed by MS/MS 2 10 20 30 40
1 16.50 1_1_0_0_1 C25H42N2O20 690.232 √ + + − + +
2 18.03 1_1_0_0_1 C25H42N2O20 690.233 √ + + + + +
3 13.85 1_1_0_1_0 C25H42N2O19 674.238 √ + + + + +
4 16.74 1_1_0_1_0 C25H42N2O19 674.238 √ + − − − −
5 18.34 1_1_0_1_0 C25H42N2O19 674.239 √ + − − − −
6 16.69 2_0_0_0_1 C23H39NO20 649.207 √ + ++ + + +
7 18.04 2_0_0_0_1 C23H39NO20 649.206 √ + + + + +
8 22.42 2_0_0_0_1 C23H39NO20 649.207 √ + + + + +
9 23.75 2_0_0_0_1 C23H39NO20 649.206 √ + ++ + + +
10 25.28 2_0_0_0_2 C34H56N2O29 956.296 √ + + + + +
11 16.99 2_0_0_1_0 C23H39NO19 633.211 √ + + + + +
12 23.25 2_0_0_1_0 C23H39NO19 633.212 √ + + + + +
13 24.92 2_0_0_1_1 C34H56N2O28 940.303 × + ++ +++ + +
14 25.73 2_0_0_1_1 C34H56N2O28 940.302 √ + + + + +
15 25.61 2_0_0_2_0 C34H56N2O27 924.306 √ + ++ + − −
16 27.05 2_0_0_2_0 C34H56N2O27 924.307 √ + + + − −
17 13.00 2_1_0_0_0 C20H35NO16 545.195 √ + + − − −
18 13.71 2_1_0_0_0 C20H35NO16 545.195 √ + − − − − − −
19 19.23 2_1_0_1_0 C31H52N2O24 836.293 √ + + − + −
20 15.49 2_2_0_0_0 C28H48N2O21 748.276 × + ++ + + +
21 17.29 2_2_0_0_0 C28H48N2O21 748.275 √ + + ++ + +
22 19.44 2_2_0_0_0 C28H48N2O21 748.275 × + + + ++ +
23 9.24 3_0_0_0_0 C18H32O16 504.169 √ + + + + +
24 11.94 3_0_0_0_0 C18H32O16 504.168 √ + + + − −
25 12.71 3_0_0_0_0 C18H32O16 504.169 √ + + + + +
26 13.39 3_0_0_0_0 C18H32O16 504.169 √ + + + + +
27 14.37 3_0_0_0_0 C18H32O16 504.169 √ + + + + +
28 16.35 3_0_0_0_0 C18H32O16 504.169 √ + + ++ + −
29 24.82 3_0_0_0_1 C29H49NO25 811.260 √ + + + + +
30 25.38 3_0_0_0_1 C29H49NO25 811.260 √ + + + + +
31 25.23 3_0_0_1_0 C29H49NO24 795.266 √ + + + + +
32 25.85 3_0_0_1_0 C29H49NO24 795.264 √ + + + + +
33 12.26 3_1_0_0_0 C26H45NO21 707.248 √ + − − − − −
34 15.27 3_1_0_0_0 C26H45NO21 707.249 √ + + + + +
35 16.19 3_1_0_0_0 C26H45NO21 707.249 √ + + + + +
36 16.80 3_1_0_0_0 C26H45NO21 707.249 √ + + + + +
37 17.34 3_1_0_0_0 C26H45NO21 707.248 √ + ++ ++ + +
38 12.41 3_1_1_0_0 C32H55NO25 853.305 × + + + + +
39 12.87 3_1_1_0_0 C32H55NO25 853.305 × + + + ++ ++
40 15.93 3_1_1_0_0 C32H55NO25 853.305 × + + + + +
41 16.74 3_1_1_0_0 C32H55NO25 853.305 × + + + + +
42 20.20 3_3_0_0_0 C42H71N3O31 1113.411 × + + + + +
43 20.62 3_3_0_0_0 C42H71N3O31 1113.411 × + + + + +
44 13.21 4_0_0_0_0 C24H42O21 666.222 √ + ++ + + +
45 16.16 4_0_0_0_0 C24H42O21 666.222 √ + ++ − − −
46 19.97 4_0_0_0_0 C24H42O21 666.221 √ + + + + ++
47 23.75 4_0_0_0_0 C24H42O21 666.222 √ + + + + +
48 21.92 4_2_0_0_0 C40H68N2O31 1072.385 × + + ++ − +
49 26.55 4_2_0_1_0 C51H85N3O39 1363.486 × + − ++ − +
aSymbol + indicates the presence of OS in colostrum samples. Additional + symbols indicate a signiﬁcant increase (P < 0.05) in their relative
abundances. Symbol − indicates a signiﬁcant decrease (P < 0.05) in their relative abundances. bComposition (in order):
Hex_HexNAc_Fucose_Neu5Ac_Neu5GC.
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fucosylated OS with only 4 diﬀerent structures, and Neu5Ac-
Neu5Gc-OS with 2 structures. This distribution resembles
bovine and porcine milk, where neutral and acidic OS show the
greatest structural diversity with only a few fucosylated OS
detected.10,11,40,41
Figure 2 shows the relative abundances (percentages) of these
CMO classes in GM and GP, as well as their changes during
lactation. It can be observed that, independently of the type of
sample considered, the variation of OS proﬁle during lactation is
similar. By considering the OS fraction, which remained
unaﬀected during SEC puriﬁcation, the most abundant CMO
Table 4. Evolution of OS Detected by nano-LC-QTOF MS in Murciano-Granadina Goat Milk Pool (GP) at Diﬀerent Lactation
Times: Colostrum (GP1), 7 days (GP7), 30 days (GP30), and 120 days (GP120)a
Lactation period (days)
# tR Composition
b Formula Neutral Mass Veriﬁed by MS/MS 2 7 30 120
1 16.50 1_1_0_0_1 C25H42N2O20 690.232 √ + + + +
2 18.03 1_1_0_0_1 C25H42N2O20 690.233 √ + + + +
3 13.85 1_1_0_1_0 C25H42N2O19 674.238 √ + + + +
4 16.74 1_1_0_1_0 C25H42N2O19 674.238 √ + − − −
5 18.34 1_1_0_1_0 C25H42N2O19 674.239 √ + − − −
6 16.69 2_0_0_0_1 C23H39NO20 649.207 √ + +++ +++ ++
7 18.04 2_0_0_0_1 C23H39NO20 649.206 √ + +++ +++ ++
8 22.42 2_0_0_0_1 C23H39NO20 649.207 √ + + + +
9 23.75 2_0_0_0_1 C23H39NO20 649.206 √ + + + +
10 25.28 2_0_0_0_2 C34H56N2O29 956.296 √ + + + +
11 16.99 2_0_0_1_0 C23H39NO19 633.211 √ + + + +
12 23.25 2_0_0_1_0 C23H39NO19 633.212 √ + + + +
14 25.73 2_0_0_1_1 C34H56N2O28 940.302 √ + + + +
15 25.61 2_0_0_2_0 C34H56N2O27 924.306 √ + − − −
16 27.02 2_0_0_2_0 C34H56N2O27 924.307 √ + − + −
17 13.00 2_1_0_0_0 C20H35NO16 545.195 √ + +++ ++ ++
18 13.71 2_1_0_0_0 C20H35NO16 545.195 √ + ++ + +
19 19.23 2_1_0_1_0 C31H52N2O24 836.293 √ + − − −
20 15.49 2_2_0_0_0 C28H48N2O21 748.276 × + + − +
21 17.29 2_2_0_0_0 C28H48N2O21 748.275 √ + + + +
22 19.44 2_2_0_0_0 C28H48N2O21 748.275 × + − − +
23 9.24 3_0_0_0_0 C18H32O16 504.169 √ + + + +
24 11.94 3_0_0_0_0 C18H32O16 504.168 √ + + − +
25 12.71 3_0_0_0_0 C18H32O16 504.169 √ + − − − +
26 13.39 3_0_0_0_0 C18H32O16 504.169 √ + + − +
27 14.37 3_0_0_0_0 C18H32O16 504.169 √ + + − +
28 16.35 3_0_0_0_0 C18H32O16 504.169 √ + + + ++
29 24.82 3_0_0_0_1 C29H49NO25 811.260 √ + + + +
30 25.38 3_0_0_0_1 C29H49NO25 811.260 √ + + + +
31 25.23 3_0_0_1_0 C29H49NO24 795.266 √ + + + +
32 25.85 3_0_0_1_0 C29H49NO24 795.264 √ + + + +
33 12.26 3_1_0_0_0 C26H45NO21 707.248 √ + + + +
34 15.27 3_1_0_0_0 C26H45NO21 707.249 √ + ++ ++ ++
35 16.19 3_1_0_0_0 C26H45NO21 707.249 √ + + + +
36 16.80 3_1_0_0_0 C26H45NO21 707.249 √ + + + +
37 17.34 3_1_0_0_0 C26H45NO21 707.248 √ + + ++ ++
38 12.41 3_1_1_0_0 C32 H55NO25 853.305 × + + + +
39 12.87 3_1_1_0_0 C32H55NO25 853.305 × + ++ ++ +++
40 15.93 3_1_1_0_0 C32H55NO25 853.305 × + + + +
41 16.74 3_1_1_0_0 C32H55NO25 853.305 × + + + +
42 20.20 3_3_0_0_0 C42H71N3O31 1113.411 × + + ++ +++
43 20.62 3_3_0_0_0 C42H71N3O31 1113.411 × + + ++ +++
44 13.21 4_0_0_0_0 C24H42O21 666.222 √ + ++ ++ ++
45 16.16 4_0_0_0_0 C24H42O21 666.222 √ + − − −
46 19.97 4_0_0_0_0 C24H42O21 666.221 √ + − − −
47 23.75 4_0_0_0_0 C24H42O21 666.222 √ + + + +
48 21.92 4_2_0_0_0 C40H68N2O31 1072.385 × + + + ++
49 26.55 4_2_0_1_0 C51H85N3O39 1363.486 × + + +++ ++
aSymbol + indicates the presence of OS in colostrum samples. Additional + symbols indicate a signiﬁcant increase (P < 0.05) in their relative
abundances. Symbol − indicates a signiﬁcant decrease (P < 0.05) in their relative abundances. bComposition (in order):
Hex_HexNAc_Fucose_Neu5Ac_Neu5GC.
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present in colostrum were Neu5Ac-OS, followed by those
containing Neu5Gc and neutral OS, with fucosylated OS
contributing in minor proportion. As lactation advances,
Neu5Ac-OS signiﬁcantly decreased until the end of the period
evaluated. On the contrary, the relative abundance of Neu5Gc-
OS and fucosylated OS increased with lactation. A similar
behavior has also been reported for fucosylated OS of porcine
milk during the ﬁrst week of lactation.42
The evolution of relative abundances of individual OS during
lactation is shown in Tables 3 and 4. Diﬀerences in the evolution
of neutral OS were observed not only among the diﬀerent
lactation stages, but also between both samples (GM and GP).
Moreover, in general, diﬀerent trends were observed for isomers
of the sameOS. In this sense, six diﬀerent isomers of 3_0_0_0_0
were detected. Whereas the relative abundances of most of these
isomers were kept constant during lactation in GM, a signiﬁcant
decrease at 7 and/or 30 days of lactation was observed in GP.
Some exceptions were observed, such as the signiﬁcant increase
found in the isomer eluting at tR 16.35 min at the end of lactation
in GP and at 20 days in GM. In general, a similar trend in the
evolution of 4_0_0_0_0 OS was observed during lactation in
both milks, except for the isomer with tR 19.97 min. This OS
remained constant from GM2 to GM30 and signiﬁcantly
increased in GM40, whereas it decreased in GP at 7 days of
lactation.
When neutral N-acetylated OS (mainly 2_1_0_0_0 and
3_3_0_0_0) were considered, an increase in their percentage
was observed in GP with lactation, whereas these compounds
either decreased or remained constant in GM. Regarding
fucosylated OS (3_1_1_0_0), a signiﬁcant increase of the
isomer eluting at 12.87 min was observed during the studied
period in both samples, whereas the other isomers remained
constant.
Lower changes were observed during lactation stages on acidic
OS, and more similar trends were observed in both milk samples.
In general, Neu5Ac OS either continuously decreased or
remained constant, with the exception of the isomer
4_2_0_1_0 (tR 26.55 min), which experienced a signiﬁcant
increase at 20 or 30 days for GM or GP, respectively, and the
isomer 2_0_0_2_0 (tR 25.61 min), which signiﬁcantly increased
at 10 days of lactation in GM. On the contrary, most OS with
Neu5Gc were constant or increased during lactation. Moreover,
2_0_0_1_1 OS (tR 24.92 min), which contained both Neu5Ac
and Neu5Gc, showed a signiﬁcant increase during lactation in
both samples.
It is worth noting that, although the same OS were detected in
both the individual and the pool milk samples, diﬀerent trends
during lactation, mainly for neutral OS, were observed. Previous
studies have evidenced the changes of abundance of OS of other
mammal milks during lactation20,30 and the inﬂuence of goat
breed on the composition of some CMO (3′-SL, 6′SL, and
disialyllactose).24,25 However, our results reveal that CMO
composition could be aﬀected not only by the time of lactation,
but also by the individual variation in goats belonging to the same
breed.
In conclusion, this is the ﬁrst time that a comprehensive study
regarding the changes of abundance of both neutral and acidic
CMO during lactation is carried out. In general, the most
abundant OS decreased with lactation time, whereas diﬀerent
trends were observed for minor OS. Regarding acidic OS, both
HILIC-Q MS and nano-LC-Chip-Q-TOF MS demonstrated
that 6′-SL was the most abundant acidic OS at the ﬁrst lactation
stages followed by 3′-SL; however, smaller diﬀerences between
these OS contents were observed at the end of the lactation
period. Galactosyl-lactose isomers were the most abundant
neutral OS. Milks from Murciano-Granadina goats could be
considered as an attractive source of OS with potential beneﬁcial
eﬀects for human health and could be a promising ingredient for
infant formula.
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4. PREFACIO 
En la sección anterior se ha mostrado la utilidad de la cromatografía de líquidos y 
de gases acoplada a espectrometría de masas para el análisis de los oligosacáridos de 
la leche de cabra. La leche de cabra, como se ha indicado, es una mezcla muy compleja 
de oligosacáridos, tanto ácidos como neutros, con distintas unidades monoméricas, 
grados de polimerización y enlaces glicosídicos. Sin embargo, existen otras mezclas de 
carbohidratos, aparentemente más sencillas, pero que su análisis entraña también 
gran dificultad. Son, por ejemplo, mezclas de oligosacáridos prebióticos como GOS, 
GEOS, etc. o mezclas presentes en plantas, alimentos (como miel, jarabes, etc.) 
constituidas por oligosacáridos neutros (DP2-DP6) con unidades de glucosa, fructosa 
y/o galactosa unidas por distintos enlaces glicosídicos. La cromatografía de líquidos 
suele ser la técnica de elección para el análisis de estos oligosacáridos (Wang y col., 
2015; Rodríguez-Sánchez y col. 2015). En estos casos se hace necesaria la selección del 
modo de operación y la optimización de la metodología correspondiente que permita 
la mejor separación de los compuestos de interés. Hasta el momento son pocos los 
estudios que permiten la comparación de distintos modos de operación con el fin de 
seleccionar el más apropiado para cada caso concreto. En este sentido, Brokl y col. 
(2011) evaluaron el empleo de 4 modos de operación (HILIC, cromatografía con 
columnas de carbón grafitizado (PGC), RP y HPAEC) para el análisis de trisacáridos, 
observando que la HILIC y, la cromatografía con PGC eran los modos más 
prometedores para el análisis de mezclas complejas de carbohidratos neutros.  
Por otro lado, y como se ha comentado anteriormente, cuando se trabaja con LC 
su acoplamiento a la espectrometría de masas en modo tándem (MSn) ofrece una 
mayor información estructural que otros detectores. Sin embargo, en el caso de las 
mezclas de carbohidratos, en las que se encuentran presentes distintos isómeros, los 
fragmentos de masas obtenidos por MSn son prácticamente similares para muchos de 
ellos, siendo difícil su diferenciación. Por tanto, la búsqueda de iones diagnóstico que 
permitan la identificación tentativa de dichos compuestos presenta un gran interés. En 
la Sección 4.1 se incluye un trabajo titulado “Chemical structure and liquid 
chromatographic-tandem mass spectrometric data relationship of di- and 
trisaccharides” de Martín-Ortiz y col. (enviado para publicación a una revista del área 
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de Química Analítica) que tuvo como objetivo la comparación de métodos de LC, 
basados en el empleo de diferentes modos de operación, para el análisis de di- y 
trisacáridos y la evaluación de los fragmentos obtenidos mediante MSn que permitan 
establecer relaciones con su estructura química. 
Sin embargo, a pesar del alto poder de resolución de la LC, la separación de 
mezclas complejas de carbohidratos no es completa. En este sentido, la cromatografía 
de líquidos multidimensional (MD-LC) es considerada una interesante alternativa a la 
1D LC para el análisis de muestras complejas. La mayor capacidad de pico (nC) obtenida 
junto al elevado poder de separación e identificación derivado de la combinación de 
dos o más procesos de separación independientes, hacen de la MD-LC una técnica muy 
prometedora para el análisis de alimentos (Cacciola y col., 2017). Sin embargo, hasta el 
momento no existen antecedentes del uso de esta técnica para el análisis de 
carbohidratos. 
En el caso de la cromatografía de líquidos bidimensional completa (LCLC), a la 
vez que se produce la separación en 1D, se van colectando pequeñas fracciones a la 
salida de la columna que a su vez se van transfiriendo automáticamente a la segunda 
dimensión. Estas dos dimensiones deben presentar diferentes mecanismos de 
retención, a ser posible, independientes, para dar una separación ortogonal. De este 
modo, compuestos que coeluyen y no pueden ser separados en una primera 
dimensión se podrán resolver en la segunda (Herrero y col., 2009). Además, si los 
mecanismos de retención en ambas dimensiones se seleccionan cuidadosamente, la 
selectividad proporcionada permite separaciones estructuradas en el plano 
bidimensional, de gran utilidad para la identificación de "desconocidos" y 
especialmente interesante en el caso de muestras complejas que contienen 
componentes con un cierto grado de similitud estructural (Cacciola y col., 2017; Pirok y 
col., 2018).   
 La instrumentación para LC×LC consiste básicamente en tres partes: i) una 
primera dimensión compuesta por un inyector, una bomba de LC y una columna 
cromatográfica, que puede ir o no acoplada a un detector; ii) una segunda dimensión 
con otra bomba de LC, columna y detector; y iii) una interfase o modulador que 
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conecta ambas dimensiones y es la encargada de ir continuamente recogiendo el 
eluyente de la 1D y transferirlo a la segunda dimensión (Figura 1). 
 
Figura 4.1: Válvula de la interfase en un sistema de LC×LC 
 
Un factor crítico a la hora de desarrollar una metodología por LC×LC es la 
selección de columnas y fases móviles a utilizar, que proporcionen una alta 
ortogonalidad en la separación. De forma ideal, la separación en 1D debería permitir 
obtener la mayor separación posible de la mezcla, mientras que 2D debería ser rápida, 
eficaz y compatible con el detector elegido. Por tanto, las columnas 1D son 
generalmente largas (100-250 mm), mientras que las columnas para 2D son cortas (50 
mm o menos). La elección de diámetros de las columnas está estrechamente ligada al 
ensanchamiento de la banda en la separación 2D y al factor de dilución (relación entre 
la concentración de analito en la muestra inyectada y a la entrada del detector). Se ha 
observado que una relación óptima de diámetros entre las dos columnas (2dc/1dc) para 
conseguir una apropiada separación de los compuestos es entre 4 y 7 (Pirok et al., 
2018). También es importante a la hora de desarrollar un método mediante LC×LC, la 
morfología de la fase estacionaria empleada en cada dimensión. Actualmente, la 
mayoría de los métodos desarrollados emplean columnas con partículas de sílice 
totalmente porosas, con distintos grupos funcionales dependiendo del modo de 
operación elegido, aunque también las columnas monolíticas o con partículas “core-
shell” se usan en determinadas aplicaciones (Pirok et al., 2018). 
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Los modos de operación existentes en LC son muy variados (RPLC, NPLC, HILIC, 
GCC, SEC, IEC, etc), siendo múltiples las posibles configuraciones en  LC×LC. Debido a 
su versatilidad, la alta capacidad de separación, rapidez de equilibrado y selectividad 
hacia gran variedad de compuestos, la RP es el modo de operación más empleado en 
la segunda dimensión (Li y col., 2015). Otras ventajas adicionales de la RPLC son que 
permite trabajar a altas temperaturas para mejorar la separación y que utiliza fases 
móviles compatibles con MS, por lo que su uso está muy extendido (Pirok y col., 2018). 
Sin embargo, como se ha comentado en la Introducción de esta Memoria, la 
aplicabilidad de este modo de operación para el análisis de carbohidratos es muy 
limitada debido a la poca retención de los mismos (Brokl y col., 2011), siendo necesario 
recurrir a reacciones previas de derivatización que mejoren las propiedades 
cromatográficas.  
Las combinaciones NP×RP, RP×RP, HILIC×RP son las más empleados para el 
análisis de alimentos (Herrero y col., 2009). La mayoría de las aplicaciones han estado 
centradas en el análisis de triacilgliceroles, fosfolípidos, carotenoides, péptidos y 
polifenoles (Cacciola y col., 2017). Sin embargo, hasta el momento no se han estudiado 
posibles aplicaciones de la LC×LC para el análisis de carbohidratos.  
La interfase también es un punto crítico para conseguir un análisis mediante 
LC×LC satisfactorio puesto que es donde se produce la interacción física entre las dos 
dimensiones. En este punto hay que controlar una serie de parámetros como es la 
relación entre el flujo de la 1D y el volumen de inyección en la 2D, que viene 
determinado por el tiempo entre modulaciones (Montero, 2017; Pirok y col., 2018). 
Las configuraciones de interfases más utilizadas, debido  a su gran simplicidad y 
reproducibilidad, suelen estar basadas en válvulas de varios puertos (8-12) con dos 
posiciones que se van alternando para recibir el eluyente de la 1D y transferirlo a la 2D 
(Montero, 2017). En general, estas válvulas van equipadas con dos bucles de carga 
(loops) de idéntico volumen interno conectados uno a la salida de la columna de la 1D y 
el otro a la bomba de la 2D y a la entrada de la segunda columna. .  
Uno de los principales problemas que pueden surgir a la hora de desarrollar 
metodologías por LC×LC es que existan incompatibilidades entre las fases móviles de 
ambas dimensiones. Diferencias en la fuerza del disolvente o distinta viscosidad 
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pueden provocar que la fracción transferida desde la 1D sufra una importante 
distorsión de pico y se produzcan pérdidas de poder de resolución en la 2D. Además, al 
estar implicados dos procesos cromatográficos, existen problemas de dilución de la 
muestra que puede afectar a la sensibilidad en la detección (Stoll y Carr, 2017). 
Para intentar minimizar estos problemas, una alternativa es el uso de “columnas 
de atrapamiento” o “trampas” (trapping columns) sustituyendo los bucles de carga de 
la interfase, que presenta como ventaja el introducir un mecanismo de enfoque previo 
a su inyección en la 2D. Así, los analitos son retenidos por la fase estacionaria de la 
trampa, produciéndose un efecto de concentración, entrando como bandas estrechas 
en la columna de la segunda dimensión (Cacciona y col., 2007). Normalmente, estas 
trampas se seleccionan para que coincidan con la selectividad de la columna de 2D 
pero que no proporcionen una retención ni muy fuerte ni muy débil de los analitos, de 
forma que la fase móvil de la segunda dimensión desorba los compuestos atrapados 
de forma eficiente (Egeness y col., 2016). Sin embargo, pueden continuar existiendo 
problemas  de incompatibilidad de las fases que dificulten que la retención de algunos 
analitos sea de forma eficiente (Montero, 2017). 
Una mejora a este sistema, conocida como “modulación activa” (active 
modulation), consiste en la introducción de una bomba adicional con un disolvente 
más débil entre la salida de la 1D y la entrada de las columnas de atrapamiento de la 
interfase (Figura 2). De este modo, se reduce la fuerza del eluyente de la 1D a la vez 
que se aumenta la retención de los analitos en la columna de atrapamiento, 
produciéndose un fenómeno de enfoque. Así, los analitos retenidos en la trampa, 
serán eluídos por la fase móvil inicial de la 2D, completamente compatible con la fase 
estacionaria de la segunda dimensión, traduciéndose en picos más simétricos, más 
estrechos y con una mayor eficiencia. Además, este sistema permite utilizar columnas 
en 1D con un diámetro interno mayor, pudiendo cargar un mayor volumen de muestra 
lo que implica un aumento de la sensibilidad (Montero, 2017; Pirok y col., 2018). 
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Figura 4.2: Mecanismo de la modulación activa acoplada a LC×LC 
 
Existen otras configuraciones de interfases basadas en la evaporación asistida 
por vacío o en el uso de moduladores térmicos. Aunque se ha demostrado que son 
efectivas para resolver ciertos problemas como son los efectos de dilución o de 
ensanchamiento de la banda de la 2D, presentan ciertas limitaciones. Así, en el caso de 
los moduladores por evaporación a vacío existe un alto riesgo de pérdida de analitos 
(Tian y col., 2008) mientras que en el caso de los moduladores térmicos, la principal 
limitación es que los análisis de 2D están condicionados por los ciclos del modulador, 
no pudiendo realizar análisis en tiempos menores a 40 s (Creese y col., 2017). 
Por tanto, en la Sección 4.2 se ha desarrollado, por primera vez, un método 
mediante LC×LC para el análisis de mezclas de di- y trisacáridos que posteriormente ha 
sido aplicado con éxito para el análisis de OS prebióticos comerciales. Dichos 
carbohidratos fueron previamente derivatizados empleando 4-aminobenzoato de etilo 
como reactivo de derivatización, permitiendo así su detección por UV y su separación 
en RPLC. Estos resultados se han publicado en el artículo “Separation of di- and 
trisaccharide mixtures by comprehensive two-dimensional liquid chromatography. 
Application to prebiotic oligosaccharides” de Martín-Ortiz y col. en la revista Analytica 
Chimica Acta, 1060, (2019), 125-132. Estos estudios pueden considerarse pioneros en 
este campo y abren una nueva vía de investigación sobre el análisis de carbohidratos.  
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Abstract 13 
Oligosaccharides are gaining importance because of their beneficial properties in human 14 
health. They appear as complex mixtures of different monomeric units, glicosidic 15 
linkages and degrees of polymerization (DP) being the most abundant DP2 and DP3.  16 
Liquid chromatography-mass spectrometry is one of the most used techniques for their 17 
analysis, however, there are scarce information correlating their chemical structure, 18 
mass spectra and chromatographic data. In this work, chromatographic parameters for 19 
17 disaccharides were obtained using PGC and HILIC columns. Moreover, MS2 20 
fragmentation of these disaccharides with different linkages and monomeric units 21 
(glucose, galactose, mannose and fructose) was studied. The correlation of 22 
chromatographic retention data and characteristic m/z ions observed by MSn with 23 
statistical analysis was successful in establishing some specific criteria that allowed the 24 
characterization of trisaccharides with different structural features. 25 
Keywords: disaccharides, trisaccharides, liquid chromatography-mass spectrometry, 26 
glycosidic linkage, monomeric units 27 
  28 
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1. Introduction 29 
Oligosaccharides are usually found as complex mixtures of carbohydrates with several 30 
monosaccharide units (mainly galactose, glucose and/or fructose) and degrees of 31 
polymerization (DP), usually from DP2 to DP7, linked through different glycosidic 32 
linkages. In general, those carbohydrates of DP2 (disaccharides) and DP3 33 
(trisaccharides) are the most abundant in both synthetic mixtures and nature.  34 
Several beneficial properties for consumers are attributed to different oligosaccharides, 35 
mainly associated to their prebiotic effect and their antiadhesive activity [1,2]; then, a 36 
detailed characterization of their chemical structures is demanding. However, structural 37 
characterization of di- and trisaccharides in natural samples is not a straightforward task 38 
considering the low availability of commercial oligosaccharide standards, the similarity 39 
of their structure, their presence in complex mixtures and their different abundances. 40 
Gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) is one of the most 41 
commonly used techniques for the characterization of di- and trisaccharides [3,4,5], 42 
considering its resolution power and identification capacity provided by the electron 43 
impact (EI) ionization. However, a derivatization step, previous to oligosaccharide 44 
analysis, is mandatory. 45 
High performance liquid chromatography (LC) coupled to mass spectrometry (MS) is 46 
also an appropriated technique for the analysis of carbohydrates. Among the different 47 
LC operation modes, porous graphitized carbon (PGC) liquid chromatography and 48 
hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) have emerged as efficient 49 
alternatives for the separation of polar compounds [6,7,8,9]. In particular, PGC-LC 50 
seems promising for the separation of carbohydrates with the same molecular weight 51 
and it has been proposed for the separation of isomeric structures [10,11]. HILIC 52 
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provides satisfactory separations among oligosaccharides with different degree of 53 
polymerization and monomeric units [12,13,14,15]. Both operation modes are easily 54 
coupled to mass spectrometry and enable the analysis of carbohydrates without 55 
derivatization [15].  The soft ionization used in LC-MS joined to quadrupole analyzers 56 
limits the utility of this technique considering the scarce structural information provided 57 
(i.e. only the quasimolecular ion is obtained). Then, the use of tandem MS analyzers is 58 
required to determine glycosidic linkage positions and monosaccharide sequences 59 
[13,16,17,18,19]. Electrospray ionization (ESI) can operate in positive and negative ion 60 
modes. Negative ESI mode induces a good cross-ring fragmentation and provides 61 
reliable structural information for high molecular weight carbohydrates, however, at the 62 
expense of achieving a low sensitivity [15]. On the contrary, positive ESI mode can be a 63 
good alternative for the analysis of low molecular weight carbohydrates such as di- and 64 
trisaccharides [13,19,20]. Hernández-Hérnandez et al. [13] use HILIC-MSn at positive 65 
ESI mode for the tentative identification of complex galactooligosaccharides mixtures 66 
(up to DP4). However, to the best of our knowledge scarce information on correlation 67 
among chemical structures, mass spectra and LC data of di- and trisaccharides with 68 
different monomeric units and glycosidic linkages can be found in the literature. Then, 69 
in this work, reliable information about chromatographic data (using PGC and HILIC 70 
columns) and characteristic MS2 fragmentation of several disaccharides with different 71 
linkages and monomeric units (glucose, galactose and fructose) was obtained to 72 
establish some specific criteria that allowed the characterization of higher molecular 73 
weight carbohydrates. This information was useful for the study of trisaccharides with 74 
different structures. 75 
 76 
 77 
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2. Materials and methods 78 
2.1. Standards 79 
1,3-Galactobiose (-Gal-[1→3]-Gal), 1,4-galactobiose (β-Gal-[1→4]-Gal), 1,6-80 
galactobiose (β-Gal-[1→6]-Gal) were acquired from Dextra Laboratories (Reading, 81 
UK), whereas trehalose (-Glc-[1→1]-Glc), kojibiose (-Glc-[1→2]-Glc), kojitriose 82 
(-Glc-[1→2]2-Glc), nigerose (-Glc-[1→3]-Glc), lactose (β-Gal-[1→4]-Glc), 83 
laminaribiose (β-Glc-[1→3]-Glc), laminaritriose (β-Glc-[1→3]2-Glc), isomaltose (-84 
Glc-[1→6]-Glc), maltose (-Glc-[1→4]-Glc), maltotriose (-Glc-[1→4])2-Glc), 85 
cellobiose (β-Glc-[1→4]-Glc), lactulose (β-Gal-[1→4]-Fru), trehalulose (-Glc-[1→1]-86 
Fru), sucrose (-Glc-[1→2]-Fru), turanose (-Glc-[1→3]-Fru), maltulose (-Glc-87 
[1→4]-Fru), leucrose (-Glc-[1→5]-Fru), palatinose (-Glc-[1→6]-Fru), planteose (-88 
Gal-[1→6]-Fru--[2→1]-Glc), theanderose (-Glc-[1→6]-Glc--[1→2]-Fru), 89 
lactosucrose (β-Gal-[1→4]-Glc--[1→2]-Fru), gentianose (β-Glc-[1→6]-Glc--[1→2]-90 
Fru), galactotriose (β-Gal-[1→3]-Gal-β-[1→4]-Gal), 1,2-manobiose (α-Gal[1→2]-β-91 
Man), 1,6-manobiose (-Gal[1→6]-β-Man), melibiose (-Gal-(1→6)-Glc) and 92 
gentibiose (β-Glc-[1→6]-Glc) were obtained from Sigma (St. Louis, USA). 93 
2.2. HPLC–MS 94 
Analyses were performed on an Agilent 1200 series HPLC system (Hewlett-Packard, 95 
Palo Alto, CA, USA) equipped with an oven (Kariba Instruments, UK) and coupled to a 96 
quadrupole HP-1100 mass detector (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA) provided 97 
with an electrospray ionization (ESI) source. Samples (5 µL) were injected using a 98 
Rheodyne 7725 valve. Two different columns were evaluated:  99 
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(i) an ethylene bridge hybrid (BEH) column with trifunctionally bonded amide phase 100 
(XBridge column; 150 × 4.6 mm; 3.5 µm particle size, 135 A˚ pore size, Waters, 101 
Hertfordshire, UK) at a flow rate of 0.4 mL min−1. The separation of di- and 102 
trisaccharides was optimized by using different binary gradients of acetonitrile as 103 
solvent A and water as solvent B (both with 0.1% NH4OH) using a hydrophilic 104 
interaction liquid chromatography (HILIC) mode. Final conditions were 0 min, 80% 105 
A and 31 min, 50% A.  106 
(ii) a porous graphitic carbon (PGC) column (Hypercarb® 100 mm × 2.1 mm; 5 µm; 107 
Thermo Fisher Scientific, Barcelona, Spain). After binary gradient optimization, 108 
deionized water as solvent A and ACN as solvent B, both with addition of 0.1% 109 
NH4OH, and the following gradient at a flow rate of 0.4 mLmin
−1: 0 min, 0% B; 1 110 
min, 0% B; 20 min, 20 % B; 21 min, 90% and kept for 7 min. 111 
The temperature of elution was kept at 35 °C in all cases. ESI source was operated 112 
under positive polarity using the following MS parameters: nebulizing gas (N2) pressure 113 
276 kPa, nitrogen drying gas at a flow rate of 12 L min−1 and 300 °C and capillary 114 
voltage of 4000 V. Ions corresponding to mono-sodiated adducts [M+Na]+ of the 115 
oligosaccharides under analysis were monitored in SIM mode using default variable 116 
fragmentor voltages: 365.0 and 527.0 m/z values for di- and trisaccharides, respectively. 117 
Data were processed using HPChem Station software version 10.02 (Hewlett-Packard, 118 
Palo Alto, CA, USA). 119 
Different chromatographic parameters were considered for di- and trisaccharides eluting 120 
in each column such as retention times (tR), peak width at middle height (wh), peak 121 
symmetry, calculated as the ratio of the front to back widths (at 50% of the peak height), 122 
resolution between two consecutive peaks  (Rs, calculated as 2(tR2 − tR1 )/(wb1 + wb2), 123 
where 1 and 2 refer to two consecutive eluting carbohydrates and wb is the peak width at 124 
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base), height equivalent to a theoretical plate (HETP) and peak capacity (nc) defined as 125 
the maximum number of non-overlapping peaks in a given interval, was calculated as 126 
follows: nc = 1 + (tg/ wb), where tg is the difference in tR within a given interval and wb is 127 
the mean peak width value at base. 128 
2.3. MSn   129 
A Finnigan Surveyor pump with quaternary gradient system coupled to a Finnigan LCQ 130 
Deca ion trap mass spectrometer using an ESI interface was used. Sample injections (20 131 
µL) were carried out by a Finnigan Surveyor autosampler. All instruments (Thermo 132 
Fisher Scientific, San José, CA, USA), and data acquisition were managed by Xcalibur 133 
software (1.2 version; Thermo Fisher Scientific). 134 
The mass spectrometer spray voltage was set at 4.5 kV and the heated capillary 135 
temperature at 290ºC. Nitrogen (99.5% purity) was used as sheath (0.9 L min−1) and 136 
auxiliary (9 L min−1 ) gas, and helium (99.9990% purity) as the collision gas in the 137 
collision induced dissociation (CID) experiments. Mass spectra were acquired in the 138 
positive ion mode. Fragmentation behavior of the oligosaccharides was studied by 139 
infusing a solution of each oligosaccharide (10 µg mL−1 in MeCN:water, 60:40, v/v) at 140 
a flow rate of 10 µL min−1 using the syringe pump included in the instrument and 141 
mixing it with 100 µL min−1 of MeCN:water (60:40, v/v) both with 0.1% ammonium 142 
hydroxide by means of a zero-dead volume T-piece. Sheath and auxiliary gases were set 143 
at 0.6 and 6 L min−1, respectively. CID experiments were carried out by isolating each 144 
[M+Na]+ ion in the ion trap (isolation width 1.0 m/z), and subjecting them to a 145 
normalized collision energy (NCE%) selected to preserve a signal of the precursor ion 146 
in the order of 5%. The process was repeated up to two times by successive isolation 147 
(isolation width 1.0 m/z) of the generated ions corresponding to the loss of a 148 
monosaccharide unit (loss of 162 u). 149 
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2.4. Statistical analysis 150 
Stepwise discriminant analysis was carried out using StatGraphics Centurion XV 151 
software (Statistical Graphics Corporation, Rockville, MD, USA). The F to enter 152 
criteria was set as 4. 153 
3. Results and discussion 154 
3.1. Chromatographic data of disaccharides 155 
Different chromatographic gradients of acetonitrile and water both with 0.1% NH4OH, 156 
adapted from Brokl et al. [12], were assayed for BEH-amide and PGC columns. 157 
Optimal conditions, as indicated in Materials and Methods section, were selected as a 158 
trade-off among shortest tR, best peak symmetry, higher Rs, and smallest wh. As 159 
previously observed, the use of NH4OH avoids the appearance of split peaks 160 
corresponding to α and β isomers [13].  161 
Tables 1 and 2 show the chromatographic parameters obtained for 17 disaccharides with 162 
different glycosidic linkages and monomeric composition (glucose, galactose and 163 
fructose), eluting in both PGC and BEH-amide columns. Under these chromatographic 164 
conditions di- and trisaccharides eluted between 6.4 and 10.6 min in PGC column and 165 
between 20.4 and 25.4 min in BEH-amide column. The great retention of carbohydrates 166 
on the BEH-amide column has been explained in previous works due to the contribution 167 
of strong hydrogen bonding effects between the amide group of the stationary phase and 168 
hydroxyl groups of carbohydrates [13]. As expected, different elution orders of the 169 
investigated carbohydrates were observed in function of their structural features. Thus, 170 
glucosyl-fructoses eluted before glucosyl-glucoses and these before galactosyl-171 
galactoses in the BEH-amide column. On the contrary, no specific relationship was 172 
observed between monomeric composition and retention time for PGC column. 173 
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Regarding glycosidic linkages, disaccharides with linkages 1→6 eluted earlier than 174 
those with 1→4 linkages and the same monomeric structure in the PGC column. 175 
However, in the BEH-amide column, isomaltose and 6’galactobiose (both aldoses with 176 
linkages 1→6) were the most retained disaccharides, even the last one eluted within the 177 
trisaccharide area.  178 
In general, acceptable peak width values were obtained in the BEH-amide column for 179 
all disaccharides (wh < 0.61 min), except for galactobioses (wh: 0.72-1.38 min) and 180 
nigerose (wh: 0.88 min) (Table 2); thinner peaks were in general obtained with the PGC 181 
column (wh < 0.55 min, except for 3’galactobiose and lactose) (Table 1). Good peak 182 
symmetry values were also observed with both columns (mean symmetry values: 1.00 183 
in BEH-amide and 1.11 in PGC). On the contrary, peak capacity values were very poor 184 
for both columns (approx. 6 and 7 for BEH-amide column and PGC column, 185 
respectively). Chromatographic information can be enhanced by the combination of 186 
data obtained by both LC operation modes. 187 
3.2. Mass spectrometric data of disaccharides 188 
MS2 analyses of disaccharides using the ion at m/z 365 (sodium adduct) revealed 189 
characteristic fragments from the consecutive loss of H2O and CHOH units for the 190 
different glycosidic linkages. In general, fragmentation behavior for glucosyl-glucoses, 191 
galactosyl-galactoses and mannosyl-mannoses was similar; however, disaccharides 192 
containing a fructose unit gave different m/z fragments and were independently 193 
considered (Figure 1).  194 
Only slight differences in the relative abundances of characteristic m/z fragments could 195 
be observed for the aldosyl-aldoses (glucose, galactose and/or mannose containing 196 
disaccharides). Mass spectrum of the disaccharide with 1→1 linkage (α,β-trehalose) 197 
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only showed an abundant fragment at m/z 203, corresponding to the loss of a 198 
monosaccharide unit, whereas the disaccharides with 1→2 linkage (kojibiose and 1,2-199 
mannobiose) were characterized by the ion at m/z 245, corresponding to the loss of 4 200 
CHOH units. Mass spectrum of disaccharides with 1→3 linkage (nigerose and 1,3-201 
galactobiose) was characterized by the high abundance of m/z fragment at 347 202 
(corresponding to the loss of a molecule of water) followed by the loss of the 203 
monosaccharide unit (m/z 203) and the loss of 3 CHOH units (m/z 275).  In general, m/z 204 
ion at 305 (corresponding to the loss of 2 CHOH units) was the base peak for 205 
disaccharides with 1→4 (maltose, cellobiose, lactose and 1,4-galactobiose)  and 1→6  206 
(isomaltose, 1,6-galactobiose and 1,6 mannobiose) linkages. Distinction between these 207 
carbohydrates could be done considering the presence of relatively high abundant ions 208 
at m/z 275 in 1→6 disaccharides (except for 1,6-mannobiose) and a small contribution 209 
of m/z 245 (losses of 3 and 4 CHOH units, respectively). These results agree with those 210 
shown by Zhang et al. [20] and Hernández-Hernández et al. [13] for some of these 211 
disaccharides, only differences regarding the abundance of the fragment ions were 212 
observed in specific cases (e.g. 3’-galactobiose analyzed by Zhang et al. [20] showed a 213 
higher intensity of m/z 203). These differences could be due to the mass spectrometer 214 
used.  215 
Regarding disaccharides containing a fructose unit, fragment at m/z 317 showed to be 216 
characteristic of 1-4 linkages and fragment at m/z 275 was found to be the base peak for 217 
1→1, 1→3 and 1→6 linkages, whereas ion at m/z 203 was characteristic of 1→2 and 218 
1→5 linkages and m/z 347 of 1→4 linkages. It is worth to note that palatinose (1,6-Glc-219 
Fru) showed  the same fragmentation profile that the aldosyl-aldoses 1→6, although 220 
relative abundances of the corresponding ions were different. A similar behavior was 221 
observed for maltulose (1,4-Glc-Fru) and lactulose (1,4-Gal-Fru) compared to lactose 222 
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and 4β-galactobiose. Moreover, sucrose also showed the same fragmentation pattern 223 
than the non-reducing aldosyl-aldose (trehalose).  To the best of our knowledge, MS 224 
data of glucosyl-fructoses have not been previously reported in the literature.  225 
Stepwise discriminant analyses were applied to the 24 standard samples × 7 variables 226 
fragment data matrix. Samples were grouped according to the linkage in which the 227 
monosaccharide units are attached (1→1, 1→2, 1→3, 1→4, 1→6), to the reducing 228 
character and to the presence of monosaccharides moieties (glucose, galactose, fructose, 229 
mannose). F-statistic was used to estimate the significance of the relation between the 230 
different fragments and the chemical structure. The percentage of samples that were 231 
correctly classified was considered a practical criterion of the possibility to recognize a 232 
specific feature of the disaccharides using the selected MS fragments. Several 233 
simulations to estimate the percentage of correct classification by using randomly 234 
selected groups were also carried out, this value was 45% or lower.  235 
Table 3 showed the percentage of correctly classified cases for each structural feature of 236 
disaccharides. Only one variable (m/z fragment 245; F value 1733, p-level 0.0000) was 237 
enough to correctly classified all cases when linkages 1→2 was selected, however, 3 238 
variables (m/z 317, 305 and 347; F values from 8.9 to 9.9) were required to classified 239 
the 100% of the cases for 1→4 linkages. A high percentage of correct classification 240 
(96%) was also achieved when linkages 1→3 were selected as structural feature, 241 
requiring 4 variables (m/z 347, 317, 305 and 203; F values from 8.8 to 10.9). On the 242 
contrary, only 75% of the cases were correctly classified (m/z 305 and 275, F values 243 
11.3 and 9.4) when linkages 1→6 were selected as structural feature.  Regarding 244 
reducing and non-reducing character, 92% of the cases were correctly classified using 245 
only m/z 203 (F value 25.9); maltose and leucrose could not be correctly classified with 246 
this variable, probably due to the high abundance of this m/z fragment in MS of these 247 
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carbohydrates. Regarding monomeric units, high percentage of correct classification 248 
was obtained for both fructose and mannose units (87 and 92%, respectively). Only 249 
fragment m/z 245 was used to classified mannose containing disaccharides, however, its 250 
significance was low (F value 7.5 with p-level 0.012), since only two compounds 251 
possess this structural feature. Three variables (m/z 275, 317 and 305; F values from 6.4 252 
to 11.3) were selected to classify disaccharides constituted by fructose units. Only 75% 253 
of glucosyl-glucoses were correctly classified using m/z fragment at 335 (F value of 6.4, 254 
p-level 0.019), while classification of galactose containing disaccharides was not 255 
possible using discriminant analysis.  256 
3.3. Characterization of trisaccharides 257 
Regarding chromatographic data (Table 4), trisaccharides eluted after disaccharides in 258 
both columns, with the only exception of 6’galactobiose on the BEH-amide column and 259 
cellobiose on the PGC. However, retention order was different in each column. 260 
Laminaritriose (glucotriose with 1→3 linkages) was the first to elute in the BEH-amide 261 
column and the last in the PGC. Theanderose and gentianose, which only differ in the α 262 
and β orientation of the 1→6 linkage, coeluted on the HILIC column (i.e. Rs 0.03) but 263 
were clearly separated when the PGC column was used (Rs 8.0). Galactotriose was 264 
highly retained on PGC column, and eluted before laminaritriose (glucotriose with 1→3 265 
linkages). As previously indicated, a similar behavior was observed for galactosyl 266 
containing disaccharides. 267 
Good peak width values were obtained, in general, for trisaccharides in both columns, 268 
with the exception of laminaritriose (wh 0.75 min) in BEH-amide column. On the 269 
contrary, peak symmetry values were worse than those obtained for disaccharides (mean 270 
symmetry values of 1.28 for BEH-amide column and 0.86 for PGC column). While 271 
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peak capacity was low for trisaccharides eluting on BEH-amide column (nc: 4), higher 272 
nc values were obtained in the PGC column (nc: 18). 273 
To determine the relationships between MS data and chemical structure, MS2 and MS3 274 
fragmentation were obtained for each trisaccharide (Figure 2) using m/z 527 (sodium 275 
adduct of trisaccharides) and m/z 365 as precursor ions, respectively. The previously 276 
obtained discriminant function for each structural feature was applied to this data. In 277 
general, MS data was useful to classify trisaccharide structures and characteristic m/z 278 
fragments agreed with those proposed for the different linkages of disaccharides. Only 279 
some discrepancies were observed in MS2 for lactosucrose, theanderose and gentianose. 280 
These carbohydrates were correctly classified as non-reducing sugars (high abundance 281 
of m/z ion at 365 corresponding to the neutral loss of C6H10O5), but considering the 282 
similarities in the MS fragmentation of non-reducing glucosyl-glucoses (trehaloses) and 283 
glucosyl-fructoses (sucrose), the structure of the non-reducing moiety of these 284 
trisaccharides could not be confirmed. However, the MS3 data was useful to 285 
unequivocally characterize these carbohydrates (1→4 linkage for lactosucrose and 1→6 286 
linkages for theanderose and gentianose). Another discrepancy was observed for 287 
kojitriose; both MS2 and MS3 were dominated by fragments corresponding to the 288 
neutral loss of 4 CHOH units (ions at m/z 407 and 245, respectively), characteristic of 289 
the kojibiose, but also showed the contribution of the neutral loss of C6H10O5 units (ions 290 
at m/z 365 and 203, respectively) typical of 1,2-mannobiose. Then this carbohydrate 291 
could erroneously be classified a mannotriose with 1→2 linkages. Other trisaccharides 292 
were correctly characterized by MS2 and MS3 data as it is shown in Figure 2. 293 
4. Conclusions 294 
In this work, new criteria based on the combination of retention data on HILIC and 295 
PGC columns and characteristic m/z fragment ions observed by MSn have been 296 
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established for the rapid tentative structural characterization of trisaccharides. This 297 
information could be useful in future studies for the characterization of carbohydrates 298 
with different polymerization degrees present in complex mixtures. 299 
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Figure 1. Relative abundances of characteristic m/z ratios of neutral losses from MS2, 377 
selecting m/z 365 as precursor ion, of disaccharides.  *Glycosidic linkages, **MS2 378 
fragments 379 
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Figure 2. Relative abundances of characteristic m/z ratios of neutral losses from MS2 
and MS3 of trisaccharides, selecting m/z 527 and 365 as precursor ions, respectively. 
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Table 1. Chromatographic parameters for disaccharides eluted on PGC column. 
 
Monomeric 
composition 
Linkage 
 
Time 
(min) 
wh  
(min) 
Symmetry 
 
Rs 
 
HETP 
 
Trehalose  Glc-Glc 1→1 6.42 0.40 1.07 0.22 0.034 
Turanose Glc-Fru 1→3 6.58 0.40 1.23 0.64 0.034 
Leucrose Glc-Fru 1→5 6.95 0.28 0.98 0.00 0.015 
Palatinosa Glc-Fru 1→6 6.95 0.33 1.09 0.09 0.020 
Lactulose Gal-Fru 1→4 7.00 0.31 1.39 0.05 0.018 
Maltulose Glc-Fru 1→4 7.02 0.30 1.01 0.47 0.017 
Kojibiose Glc-Glc 1→2 7.36 0.55 0.85 0.24 0.050 
Isomaltose Glc-Glc 1→6 7.54 0.34 1.03 0.25 0.018 
6’Galactobiose Gal-Gal 1→6 7.72 0.51 0.97 0.12 0.039 
Trehalulose Glc-Fru 1→1 7.80 0.31 1.10 0.92 0.015 
Maltosa Glc-Glc 1→4 8.30 0.33 1.05 0.65 0.014 
4’Galactobiose Gal-Gal 1→4 8.73 0.46 1.24 0.09 0.025 
Sucrose Glc-Fru 1→2 8.79 0.30 1.20 0.02 0.010 
3’Galactobiose Gal-Gal 1→3 8.81 1.10 1.57 0.07 0.140 
Nigerose Glc-Glc 1→3 8.89 0.29 1.00 0.16 0.009 
Lactose Gal-Glc 1→4 9.04 0.78 1.05 1.86 0.067 
Cellobiose Glc-Glc 1→4 10.58 0.20 1.08 
 
0.003 
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Table 2. Chromatographic parameters for disaccharides eluted on BEH-amide column. 
 
 
Monomeric 
composition 
Linkage 
 
Time 
(min) 
wh  
(min) 
Symmetry 
 
Rs 
 
HETP 
 
Sucrose Glc-Fru 1→2 20.36 0.61 1.30 0.29 0.025 
Turanose Glc-Fru 1→3 20.62 0.46 0.94 0.17 0.013 
Palatinose Glc-Fru 1→6 20.75 0.45 0.76 0.77 0.012 
Maltulose Glc-Fru 1→4 21.33 0.44 0.86 0.32 0.012 
Leucrose Glc-Fru 1→5 21.57 0.42 0.85 0.13 0.010 
Maltose Glc-Glc 1→4 21.68 0.53 1.07 0.06 0.016 
Lactulose Gal-Fru 1→4 21.72 0.40 0.86 0.02 0.009 
Cellobiose Glc-Glc 1→4 21.74 0.51 0.92 0.19 0.015 
Nigerose Glc-Glc 1→3 21.96 0.88 1.33 0.21 0.044 
Trehalulose Glc-Fru 1→1 22.22 0.54 0.99 0.12 0.016 
Kojibiose Glc-Glc 1→2 22.33 0.52 0.87 0.16 0.015 
Trehalose  Glc-Glc 1→1 22.45 0.34 0.90 0.16 0.006 
4’Galactobiose Gal-Gal 1→4 22.59 0.72 1.73 0.00 0.028 
Lactose Gal-Glc 1→4 22.59 0.52 0.97 0.11 0.014 
3’Galactobiose Gal-Gal 1→3 22.77 1.38 0.78 0.29 0.099 
Isomaltose Glc-Glc 1→6 23.23 0.52 0.90 1.74 0.014 
6’Galactobiose Gal-Gal 1→6 25.44 0.95 1.03  0.038 
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Table 3. Percentage of correctly classified cases using discriminant analysis applied to 
MS fragments of disaccharides. 
 
Structural feature Cases correctly classified 
(%) 
Glucose unit 
Galactose unit 
Fructose unit 
Mannose unit 
Reducing/non-reducing character 
1→2 
1→3 
1→4 
1→6 
75 
25 
87 
92 
92 
100 
96 
100 
75 
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Table 4. Chromatographic parameters for trisaccharides eluted on a PGC column and 
on a HILIC column. 
 
Monomeric 
composition 
Linkage 
 
Time 
(min) 
wh  
(min) 
Symmetry 
 
Rs 
 
HETP 
 
PGC column        
Planteose Gal-Fru-Glc 1→6; 2→1 10.28 0.16 1.01 1.46 0.002 
Maltotriose Glc-Glc-Glc 1→4; 1→4 11.06 0.47 0.74 1.37 0.016 
Theanderose Glc-Glc-Fru 1→6; 1→2 11.77 0.14 0.90 0.77 0.001 
Lactosucrose Gal-Glc-Fru 1→4; 1→2 11.95 0.14 0.91 0.10 0.001 
Kojitriose Glc-Glc-Glc 1→2; 1→2 12.01 0.48 0.70 3.52 0.015 
Gentianose Glc-Glc-Fru 1→6; 1→2 14.01 0.19 0.91 5.80 0.002 
Galactotriose Gal-Gal-Gal 1→3; 1→4 17.11 0.44 1.02 1.82 0.012 
Laminaritriose Glc-Glc-Glc 1→3; 1→3 18.61 0.53 0.88 
 
0.007 
BEH-amide column        
Laminaritriose Glc-Glc-Glc 1→3; 1→3 23.85 0.75 0.97 0.59 0.027 
Lactosucrose Gal-Glc-Fru 1→4; 1→2 25.11 0.35 1.20 0.44 0.005 
Theanderose Glc-Glc-Fru 1→6; 1→2 25.38 0.39 1.21 0.03 0.006 
Gentianose Glc-Glc-Fru 1→6; 1→2 25.40 0.47 1.21 0.71 0.009 
Maltotriose Glc-Glc-Glc 1→4; 1→4 26.05 0.53 1.01 0.82 0.011 
Planteose Gal-Fru-Glc 1→6; 2→1 26.78 0.53 1.58 0.31 0.011 
Kojitriose Glc-Glc-Glc 1→2; 1→2 27.07 0.57 1.80 0.05 0.012 
Galactotriose Gal-Gal-Gal 1→3; 1→4 27.11 0.44 1.42  0.013 
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a b s t r a c t
Carbohydrates are one of the most important ingredients in foods. They are normally present as complex
mixtures with different glycosidic linkages, monomeric units and degrees of polymerization. This
structural heterogeneity impairs their comprehensive characterization and requires the use of analytical
techniques with high resolving power and sensitivity. The use of chromatographic techniques, especially
liquid chromatography (LC), has been extremely helpful for the analysis of carbohydrates. However, in
many cases, the use of monodimensional LC is not enough to resolve these complex mixtures; then, the
use of techniques with a higher resolving power, as multidimensional LC, could be a good alternative. To
the best of our knowledge, our ﬁndings are pioneer in applying online LC LC for the analysis of car-
bohydrate mixtures. For this purpose, different conditions such as stationary phases (BEH amide, C18 and
PGC columns) and chromatographic conditions for the separation of di- and trisaccharide mixtures were
optimized. The BEH amide C18 combination was selected for the LC LC analysis of carbohydrate
standards with different degrees of polymerization, linkages and monomeric units. In order to allow
their proper UV detection, carbohydrates were previously derivatized using p-aminobenzoic ethyl ester.
This method also resulted to be successful for the separation of commercial prebiotic mixtures of galacto-
oligosaccharides and gentio-oligosaccharides. This is the ﬁrst time that LC LC has been applied for the
separation of bioactive carbohydrate mixtures and it could be considered as a powerful analytical
technique for the characterization of other oligosaccharide complex mixtures.
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1. Introduction
Carbohydrates are one of the most important food constituents,
usually present as complex mixtures of isomeric molecules of
different degrees of polymerization which only differ in the
conﬁguration of their hydroxyl groups and in the position of their
glycosidic linkages. The primary role of food carbohydrates is to
provide energy to all cells in the body and dietary ﬁber [1]. Within
dietary ﬁber, non-digestible carbohydrates, which are not absorbed
in the small intestine and, therefore, move down to be fermented in
the large intestine, have drawn attention because their beneﬁcial
impact on human health. Concretely, low glycemic index foods,
whose intake is related to a reduced risk of common Western
chronic diseases associated with central obesity and insulin resis-
tance [2,3], are characterized by the presence of non-digestible or
slow-absorption carbohydrates instead of free sugars. Those non-
digestible carbohydrates having the ability to be “selectively uti-
lized by living host microorganisms (usually, in the gut microbiota
ecosystem) conferring a health beneﬁt” are deﬁned as prebiotics
[4]. Among the carbohydrates with a well-recognized prebiotic
status, galactooligosaccharides (GOS) are by far the most complex
structurally. Theymay comprise awide mixture of oligosaccharides
that can vary from 1 to 8 galactose (Gal) units and a terminal
glucose (Glc) linked by a great diversity of b-glycosidic linkages,
mainly (1/3), (1/4) and/or (1/6). The presence of (141) and
(1/2) linkages has also been reported for commercial dietary GOS
[5]. Similarly, other potential prebiotic carbohydrates such as gen-
tiooligosaccharides (GEOS), xylooligosaccharides, iso-
maltooligosaccharides, etc. are also complex structures. For this
reason, the analysis and structural characterization of prebiotic
carbohydrates, which is required to fully understand their func-
tionality and correlation with the chemical structure, is a chal-
lenging task.
Nowadays, high performance liquid chromatography (LC),
combined with pulsed amperometric, refractive index, ultraviolet
and ﬂuorescence detectors or mass spectrometry, is the most used
chromatographic technique for the analysis of complex mixtures of
oligosaccharides. This is due to the huge development during the
last decades of a wide range of new support materials and/or sta-
tionary phases operating under different separation modes [6].
Derivatization procedures of oligosaccharides before their LC sep-
aration have also been suggested to improve their chromatographic
properties [7,8]. Nevertheless, there are still important limitations
for the efﬁcient separation of complex oligosaccharide mixtures
when several structural features, such as degree of polymerization,
linkage pattern, monomeric composition and/or isomerism, differ.
In this context, the application of multidimensional liquid chro-
matography and, particularly, the use of on-line comprehensive
two-dimensional LC (LC LC) could be a very powerful and
promising alternative to overcome the drawbacks on the capability
of separating complex oligosaccharide mixtures by the currently
available monodimensional LC (1DLC) methods. Nevertheless,
although the applications developed by on-line LC LC devoted to
food and natural products are increasing [9e11], to the best of our
knowledge there is a remarkable lack of comprehensive LC appli-
cations for carbohydrates analysis. Difﬁculties in ﬁnding the correct
columns combinations to attain good degrees of orthogonality
between dimensions, solvent mismatch problems during fraction
transfer in on-line methods, as well as complications related to
detection are partly responsible for this absence of LC LC
methods.
Therefore, considering these analytical challenges, the current
work aims to develop a novel LC LC method for the efﬁcient
separation of di- and trisaccharide mixtures with different
glycosidic linkages and monomeric composition. A thorough
optimization by using a wide range of carbohydrate standards
was previously accomplished by 1DLC to select the most appro-
priate stationary phase combination for the LC LC separation as
well as the derivatization procedure to facilitate their UV-based
detection. The optimized method was applied to the separation
of different prebiotic oligosaccharide mixtures, dominated by di-
and trisaccharides, such as three commercial dietary GOS
differing in the predominant b-glycosidic linkage and a sample of
GEOS. This latter product is a novel functional oligosaccharide
mixture composed of glucose units mainly linked through
b(1/6) glycosidic bonds.
2. Materials and methods
2.1. Standards and oligosaccharide mixtures
1,3-Galactobiose (a-Gal-[1/3]-Gal), 1,4-galactobiose (b-Gal-
[1/4]-Gal), 1,6-galactobiose (b-Gal-[1/6]-Gal), galactotriose
(a-Gal-[1/3]-b-Gal-[1/4]-Gal) were acquired from Dextra
Laboratories (Reading, UK), whereas kojibiose (a-Glc-[1/2]-
Glc), kojitriose (a-Glc-[1/2]2-Glc), lactose (b-Gal-[1/4]-Glc),
laminaribiose (b-Glc-[1/3]-Glc), laminaritriose (b-Glc-
[1/3]2-Glc), isomaltose (a-Glc-[1/6]-Glc), isomaltotriose (a-
Glc-[1/6]2-Glc), maltose (a-Glc-[1/4]-Glc), maltotriose (a-
Glc-[1/4])2-Glc), cellobiose (b-Glc-[1/4]-Glc), were obtained
from Sigma (St. Louis, USA). 3’-Galactosyl lactose (b-Gal-[1/3]-
b-Gal-[1/4]-Glc), 4’-Galactosyl lactose (b-Gal-[1/4]-b-Gal-
[1/4]-Glc) and 6’-Galactosyl lactose (b-Gal-[1/6]-b-Gal-
[1/4]-Glc) were acquired from Carbosynth (Berkshire, UK). p-
Aminobenzoic ethyl ester (ABBE) was obtained from Sigma (St.
Louis, USA).
Vivinal-GOS (GOS1) was kindly provided by Friesland Foods
Domo (Zwolle, The Netherlands); BiMuno (Clasado, Reading, UK)
(GOS2) and PromoVita (Dairy Crest, Esher, UK) (GOS3) were ac-
quired in local markets. Gentio-oligosaccharides (GEOS) were ac-
quired from Wako Chemicals GmbH (Neuss, Germany).
Commercial standards and commercial oligosaccharide mix-
tures were dissolved in the corresponding HPLC mobile phase at a
concentration of 0.1mgmL1 and ﬁltered through a nylon FH
membrane (0.22 mm) (Millipore, Bedford, MA, USA) before injec-
tion. All HPLC analyses were carried out in duplicate.
2.2. Derivatization procedure
The absence of chromophore groups in carbohydrates, which
hinder their direct detection by UV, was solved by a previously
developed derivatization procedure with p-aminobenzoic ethyl
ester (ABBE) [12]. Brieﬂy, the ABEE reagent was ﬁrstly prepared by
mixing 165mg ABEE, 35mg sodium cyanoborohydride, 41 mL acetic
acid, and 0.35mL warmmethanol. Then, 40 mL of ABEE reagent was
added to 10 mL sample (dissolved inwater) and kept at 80 C for 1 h.
After cooling, 0.2mL of H20 and 0.2mL of chloroform were added.
The sample was then centrifuged for 1min and the upper aqueous
layer recovered and used for analysis. These derivatives were stable
at least for 1 week (RSD 3.4%).
2.3. One-dimensional (1DLC) analysis of carbohydrates
2.3.1. Instrumentation
Conventional LC analyses were carried out on an Agilent 1200
series HPLC system (Agilent, Palo Alto, CA) equipped with an oven
(Kariba Instruments, UK) and a UV detector (Agilent) with a
wavelength set at 304 nm.
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2.3.2. Separation conditions
Three different columns based on different LC operation modes
were evaluated. These columns were an ethylene bridge hybrid
with trifunctionally-bonded amide phase (BEH amide column)
(150 4.6mm; 3.5 mm) from Waters (Hertfordshire, UK), a C18
column (Zorbax Eclipse XDB) (50 4.6mm; 1.8 mm) from Agilent
Technologies (Waldbronn, Germany) and a Hypercarb porous
graphitic carbon (PGC) column (150 2.1mm; 3 mm) from Thermo
Scientiﬁc (Waltham, MA, USA). Different gradients of ACN and
water in different proportions, ﬂow rates and analysis times were
assayed for the separation of the derivatized carbohydrates for each
evaluated column, obtaining the following optimum gradient
conditions:
BEH amide stationary phase: Acetonitrile (A) andwater (B) eluted
using the following gradient: 0min, 15% B; 4min, 15% B; 14min,
40% B; 19min, 40% B.
C18 column: Water (A) and acetonitrile (B) eluted using the
following gradient: 0min, 5% B; 30min, 40% B; 31min, 60% B;
36min, 60% B.
Porous graphitic carbon (PGC) column: Water (A) and acetonitrile
(B) eluted using the following gradient: 0min, 60% B; 20min, 90%
B; 21min, 90% B.
For all of them 10minwas used as equilibration time, a ﬂow rate
of 0.4mLmin1 was selected and the injection volume was 5 mL.
Different chromatographic parameters were considered for
optimization of 1DLC methods, namely, retention time (tR), peak
width at half height (wh), symmetry factor (S), as the ratio of the
front half to back half widths at 10% of the peak height, and reso-
lution (RS), calculated according to
Rs ¼ 2 ðtR2  tR1Þðwb1 þwb2Þ
(1)
where sub-indexes 1 and 2 refer to two consecutive eluting car-
bohydrates, and wb is the peak width at baseline.
2.4. LC LC analysis of carbohydrates
2.4.1. Instrumentation
Comprehensive two-dimensional liquid chromatography
instrumentation consisted on a ﬁrst dimension (1D) composed of
an Agilent 1200 series liquid chromatograph (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany) equipped with an autosampler and a diode
array detector which was connected at the exit of the second
dimension. The second dimension (2D) was carried out using an
additional LC pump (Agilent 1290 Inﬁnity). An electronically-
controlled two-position ten-port switching valve (Rheodyne, Roh-
nert Park, CA, USA) was used as modulator to connect both di-
mensions. Two identical sampling loops (50 or 80 mL) or two C18
trapping columns (10 3mm, 2.6 mm, Accucore, Thermo Scientiﬁc,
Waltham, MA, USA) were connected to the switching valve to
collect the fractions from the 1D and to inject them into the 2D.
Separations were recorded at 304 nm at the maximum available
sampling rate (20 Hz). For the active modulation conﬁguration, an
additional make-up ﬂow was provided by a third LC pump (Agilent
1200 series) connected through a T-piece between the outlet of 1D
and the switching valve. LC image software (Zoex Corp., Houston,
TX, USA) was used to plot the results as 2D and 3D images.
2.4.2. LC LC separation conditions
A HILIC separation in the 1D was coupled to a reversed phase
separation in the 2D. After optimization (see Sections 3.1 and 3.2),
the following ﬁnal conditions were employed:
1D separation: A BEH amide column (150 2.1mm; 3.5 mm,
Waters, Hertfordshire, UK) was employed at a ﬂow rate of
0.05mLmin1. Under optimum conditions, H2O (A) and ACN (B)
were used as mobiles phases, eluted using the following gradient:
0min, 90% B, 60min 50% B; 70min, 50% B; 71min, 90% B; 85min
90% B.
2D separation: two columns with different length (partially-
porous C18 Ascentis Express 30 or 50 4.6mm, 2.7 mm, Supelco,
Bellefonte, CA, USA) were tested. Gradient, ﬂow rate, temperature,
type of acid and solvents used were optimized separately. The
optimum conditions were achieved using the column of 50mm
length and 2.7 mm particle size with H2O (solvent A) and ACN
(solvent B) as mobile phases. The optimum gradient was as follow:
0min, 10% B; 0.75min, 40% B; 0.76min, 90% B; 0.9min, 10% B; and
re-equilibrium at starting conditions until 1min. The ﬂow rate was
set at 2.5mLmin1.
Once these parameters were optimized, the coupling between
both dimensions was achieved employing 1min repetitive 2D
separations; thus, the modulation time was 1min. The third pump
used to achieve the active modulation was set at 500 mLmin1,
delivering solvent with the same composition than the initial 2D
gradient conditions (10% B).
2.5. Calculations
To study the performance of the developed methods, the
attainable peak capacity and orthogonality were calculated. Indi-
vidual peak capacities in each dimensionwere calculated according
to eq. (2) [13] as follows:
nc ¼ 1þ tg1
n
Pn
1w
(2)
Where, nc represents the peak capacity, n is the number of
compounds, tg is the gradient time and, w is the peak width. With
the individual peak capacity values of each dimension, the total
theoretical peak capacity of the two-dimensional method was
calculated as,
2Dnc ¼ 1nc  2nc (3)
This value is clearly overestimated since it does not consider the
effect of undersampling of the 1D and the peak broadening effect
occurred during modulation. To solve this problem, the effective
peak capacity was calculated according to eq. (4) [14]:
2D
n
0
c ¼
1nc  2ncﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃ
1þ 3:35
2tc1nc
1tG
2r (4)
In this case, 2Dn'c is the effective 2D peak capacity, 2tc is the
second dimension cycle time and 1tG is the ﬁrst dimension gradient
time. Lastly, the corrected peak capacity was deﬁned as:
2Dnc;corrected ¼
2D
n
0
c  A0 (5)
Where A0 is the orthogonality value calculated in agreement with
the asterisk equations method [15].
3. Results and discussion
3.1. 1DLC analysis of di- and trisaccharides
Preliminary experiments in 1DLC were carried out to select the
most appropriate stationary phase combination for further LC LC
separation of ABEE oligosaccharide mixtures. Several di- and
trisaccharide standards with different monomeric units and
glycosidic linkages were selected for the optimization of the
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separation in each stationary phase. Three columns based on
different HPLC operation mechanisms were assayed. In all cases,
chromatographic conditions were optimized in terms of the
shortest tR, the best peak symmetry, the highest Rs and the lowest
wh, using acetonitrile and water as mobile phases.
As it can be observed in Table 1, on BEH amide stationary phase,
ABEE disaccharides eluted at shorter retention times than tri-
saccharides, with an excellent resolution between them. For
instance, a resolution of Rs¼ 2.6 between the last disaccharide (1,6-
galactobiose) and the ﬁrst trisaccharide to elute (laminaritriose)
was achieved. Similar results had been previously observed by
Brokl et al. [16] and Hernandez-Hernandez et al. [17] for non-
derivatized carbohydrates, who found that this column was use-
ful for the separation of oligosaccharides with different degree of
polymerization. However, a poor resolution (Rs< 0.48) among the
different disaccharides was obtained, except for kojibiose and 1,6-
galactobiose and for maltose and 1,4-galactobiose. On the con-
trary, trisaccharides were, in general, appropriately resolved
(Rs> 0.90), except for galactotriose and 3’-galactosyl-lactose and for
isomaltotriose and kojitriose. For a given glycosidic linkage, di- and
trisaccharides composed by glucosyl units eluted before those
containing galactosyl units (e.g., laminaribiose and 1,3-
galactobiose; maltose and 1,4-galactobiose; isomaltose and 1,6-
galactobiose; maltotriose and 4’-galactosyl-lactose). For each
polymerization degree, in general, glucosyl-di- and trisaccharides
with 1/3 glycosidic linkages eluted ﬁrst, while the most retained
compoundswere thosewith 1/6 linkages. A similar behavior was
observed for galactosyl-di- and trisaccharides, although isomers
with 1/4 linkages were the ﬁrst to elute.
In general, good peakwidths (wh: 0.16e0.21min) and symmetry
values (0.79e1.55) were observed for trisaccharides that eluted
under the optimized conditions in BEH amide stationary phase.
Poorer results were obtained for disaccharides (wh: 0.25e0.37min
and symmetry: 1.02e1.95).
Regarding C18 stationary phase, the separation of ABBE oligo-
saccharides was not size-dependent (Table 1), as it had been pre-
viously observed for oligosaccharides released from
glycosphingolipids [12]. Trisaccharides eluted in the range
10.70min (6’-galactosyl-lactose) e 14.72min (maltotriose), while
disaccharides eluted between 13.63min (kojibiose) and 15.17min
(maltose). Contrary to that observed in the BEH amide column,
some trisaccharides eluted before disaccharides. The elution order
was neither associated to the composition of monomeric units (Glc
and Gal) nor to the glycosidic linkages. This column provided good
wh values (0.11e0.19min) for all the carbohydrates. In general,
resolution values were acceptable for some carbohydrates although
several coelutions were observed for both di- and trisaccharides
(e.g., laminaribiose and laminaritriose). Peaks also showed a
satisfactory symmetry (0.8e0.9), except for 6’-galactosyl-lactose
(0.38).
Graphitized carbon emerged as stationary phases in LC as an
alternative to RP columns for the analysis of polar compounds [18]
and it has been successfully used for the separation of neutral oli-
gosaccharides, N-linked-oligosaccharides or chito-
oligosaccharides, providing good resolution for non-derivatized
carbohydrates [19]. In general, ABEE carbohydrates showed low
retention times under optimal chromatographic conditions in PGC
column (Table 1). Most disaccharides eluted earlier than tri-
saccharides; only maltose (5.77min) exhibited a relatively high
retention in this stationary phase, eluting at the end of the chro-
matogram, surpassed only by maltotriose (7.75min). Broad peaks
(from 0.20 to 0.41min) with poor symmetry (0.25e0.53) were
obtained. Regarding Rs, only galactotriose, maltose and maltotriose
were well resolved (Rs,>0.99).
Retention times of ABEE di- and trisaccharides eluting on the
three evaluated columns were reconstructed in two dimensions
(see Fig. S1). As can be observed, the combination of C18 column
with both, BEH amide and PGC columns provided the best sepa-
ration of target carbohydrates. In both combinations, coelutions
occurred in one dimension could theoretically be resolved in the
second dimension. However, considering the peak width and
symmetry values commented before, the use of the BEH amide
column in the 1D and a C18 column in the 2D was considered, in
theory, the most promising alternative for LC LC separation of
oligosaccharide mixtures.
3.2. Optimization of the LC LC separation of oligosaccharides
To ﬁnd appropriate chromatographic conditions compatible
with LC LC for the separation of carbohydrates is a great
Table 1
Retention time (tR, min), peak width (wh), resolution (Rs) and symmetry (S) of
standard carbohydrates analyzed using a BEH amide, a C18 and a PGC column.
Column Compound tR wh S Rs
BEH amide Laminaribiose 14.00 0.36 1.16 0.04
Cellobiose 14.03 0.34 1.20 0.22
Maltose 14.16 0.37 1.48 1.04
1,4-Galactobiose 14.80 0.35 1.95 0.08
Lactose 14.84 0.27 1.18 0.48
Isomaltose 15.09 0.32 1.41 0.01
1,3-Galactobiose 15.09 0.34 1.73 0.16
Kojibiose 15.17 0.25 1.02 1.39
1,6-Galactobiose 15.77 0.25 1.08 2.60
Laminaritriose 16.79 0.21 1.47 1.31
Maltotriose 17.26 0.21 0.91 1.32
4’- Galactosyl lactose 17.71 0.19 1.55 0.94
Galactotriose 18.02 0.19 0.98 0.67
3’-Galactosyl lactose 18.24 0.19 1.27 0.90
Isomaltotriose 18.53 0.19 1.21 0.28
Kojitriose 18.62 0.17 0.79 1.38
6’-Galactosyl lactose 19.01 0.16 0.81
C18 6’-Galactosyl lactose 10.70 0.19 0.38 5.41
Kojitriose 12.03 0.10 0.84 3.32
Galactotriose 12.63 0.11 0.85 2.25
4’-Galactosyl lactose 13.06 0.11 0.88 1.37
Isomaltotriose 13.32 0.11 0.86 1.59
Kojibiose 13.63 0.11 0.86 0.44
1,4-Galactobiose 13.71 0.11 0.86 0.11
3’-Galactosyl lactose 13.73 0.11 0.84 1.38
1,3-Galactobiose 14.00 0.11 0.86 0.21
Lactose 14.04 0.12 0.86 0.62
Isomaltose 14.15 0.11 0.91 1.11
Laminaritriose 14.36 0.12 0.83 0.08
Laminaribiose 14.38 0.12 0.82 0.69
Cellobiose 14.51 0.11 0.86 1.09
Maltotriose 14.72 0.11 0.86 0.56
1,6-Galactobiose 14.83 0.12 0.87 1.71
Maltose 15.17 0.11 0.87
PGC Cellobiose 3.23 0.22 0.41 0.75
1,4-Galactobiose 3.50 0.20 0.38 0.36
Isomaltose 3.66 0.31 0.51 0.20
Lactose 3.76 0.28 0.28 0.05
Laminaribiose 3.78 0.33 0.43 0.14
1,6-Galactobiose 3.87 0.35 0.53 0.08
1,3-Galactobiose 3.91 0.34 0.25 0.24
Kojibiose 4.04 0.27 0.31 0.87
4’-Galactosyl lactose 4.42 0.25 0.38 0.35
Laminaritriose 4.59 0.29 0.34 0.27
Isomaltotriose 4.72 0.31 0.37 0.56
Kojitriose 5.02 0.31 0.32 0.18
3’-Galactosyl lactose 5.11 0.31 0.34 0.18
6’-Galactosyl lactose 5.21 0.33 0.32 0.05
Galactotriose 5.23 0.26 0.39 0.99
Maltose 5.77 0.38 0.37 2.96
Maltotriose 7.75 0.41 0.36
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challenge, mainly considering the broad distribution of the com-
pounds in the 1D available separation space sought, as well as the
limited separation time afforded in the 2D. As a result, different pre-
requisites were imposed to the separation conditions for optimi-
zation; in the 1D, the attainment of good separations with a
maximum ﬂow rate of 0.05mLmin1 was targeted, whereas proper
individual separations of less than 1min were aimed in the 2D.
Starting from the mobile phases already selected in conven-
tional LC (acetonitrile and water), the gradient proﬁle was adapted
to the ﬂow rate reduction and subsequently optimized. Fig. S2
shows a comparison between the different chromatograms ob-
tained during the optimization study of the 1D separation using
commercial disaccharide and trisaccharide standardswith different
linkages and monomeric units. The best separation of target car-
bohydrates was achieved varying acetonitrile from 90% to 50% in
60min. As it is known, under HILIC conditions, the sample solvent
has a strong inﬂuence on the attainable separation, which is even
greater in the case of narrow bore columns as the one used in the
present work. A high water content in the sample may break the
interaction between analytes and the aqueous layer surrounding
the stationary phase particles hampering the separation due to lack
of retention. To avoid this problem, the derivatized samples were
diluted with acetonitrile before injection.
On the other hand, two 2D C18 columns with diverse length (30
and 50mm) were tested. Acetonitrile and water were also chosen
as mobile phases under RP conditions. For each column, different
ﬂow rates (1, 2 and 2.5mLmin1) and gradients were studied with
the aim to obtain a good separation within the previously allotted
time (1min). Optimum conditions involved the use of 2.5mLmin1
as ﬂow rate using the following gradient: 0min, 10% B; 0.75min,
40% B; 0.76min, 90% B; 0.9min, 10% B; and re-equilibrium at
starting conditions until 1min. Chromatographic proﬁles of a
disaccharide mixture obtained at different ﬂow rates under the
selected optimum gradient conditions for 2D are shown in Fig. S3.
Under those conditions, both tested columns provided very similar
performance (Figs. S3D and E). Considering that the separationwas
ﬁnished in less than 1min in both cases, the 50mm length column
was selected for further LC LC optimization due to its longer
separation space available.
Once the individual conditions for each dimension compatible
with LC LC were determined, the overall optimization of the two-
dimensional separation was carried out. The coupling between the
two dimensions was established by using two 50 mL identical
sampling loops installed in the switching valve. This internal vol-
ume was the smallest needed to collect each complete fraction
eluting from the 1D during the modulation period. Under those
conditions, the analysis of a di- and trisaccharide mixture was
carried out. Results obtained are shown in Fig. 1A. Although some
separation was observed, peaks were grouped in two areas of the
2D plot corresponding to the beginning and half of each 2D analysis,
suggesting that no proper retention/elution was obtained. The lack
of retention (peaks doubled) was most probably related to solvent
strength incompatibility between dimensions. In fact, the fraction
solvent was by far stronger for the 2D than the initial gradient
conditions. This problem has been widely reported in HILIC RP
couplings [20]. In other applications, an increase of the fraction
volume was shown to be positive towards the elimination of this
issue; the use of sampling loops with internal volume larger than
strictly needed to accommodate the 1D fraction was demonstrated
to be useful to produce a dilution effect with 2D compatible solvent
[21]. Consequently, this approach could be effective in reducing the
overall fraction solvent strength and, thus, improving the attainable
separation. To test this potential solution, the same separation
conditions were applied increasing the sampling loops internal
volume to 80 mL. As it can be observed in Fig. 1B, no noticeable
improvement was produced.
The next step carried out to overcome this problemwas the use
of trapping columns in the interface instead of sampling loops,
looking for a focusing modulation able to increase analyte reten-
tion. C18 trapping columns were employed using the same 2D
analytical conditions (Fig. 1C). The selection of the stationary ma-
terial was made in order tomatch the selectivity used in the 2D. The
two tested trapping columns possessed a void volume of 50 mL,
thus, capable of collecting the whole fraction coming from the 1D
and were eluted in forward elution mode. However, under the
tested conditions, the problem persisted and no complete retention
was obtained using this focusing modulation approach.
For this reason, the use of active modulationwas investigated in
this application. The ability of active modulation to resolve solvent
strength mismatch problems between dimensions has been pre-
viously demonstrated [20e22]. The same trapping columns previ-
ously installed were maintained but an additional make-up ﬂow
was introduced at the exit of the 1D and mixed with the fraction
eluting from the 1D column and directed to the modulator. The
make-up ﬂow composition was selected to match the initial con-
ditions found in the 2D gradient (90:10water/acetonitrile), whereas
the ﬂow rate was set according to our previous experience as 10-
times the 1D ﬂow rate, i.e., 0.5mLmin1 [20]. The rest of separa-
tion conditions were maintained. As can be seen in Fig. 1D, the use
of active modulation resolved the retention issue observed in the
other set-ups. In this case, the separation in the 2D was improved,
and no doubled peaks were observed. Thus, in spite of a more
complicated set-up, including an additional pump for the make-up
ﬂow, this strategy clearly permitted to produce a concentration step
in the trapping columns thanks to the dilution on a fully compatible
solvent composition. Once the fraction collection was ﬁnished, the
2D gradient started and the compounds were eluted from the
trapping column accordingly. These separation conditions were,
therefore, selected for further analysis.
3.3. Analysis of oligosaccharides by LC LC
The optimized separation method was applied to the analysis of
different di- and trisaccharide mixtures with different glycosidic
linkages (1/2, 1/3, 1/4 and 1/6 bonds) and monomeric
units (Glc and Gal). Fig. 2 shows the LC LC contour plots of the
mixtures of glucosyl-disaccharides (panel A, kojibiose, laminar-
ibiose, maltose, cellobiose and gentiobiose), glucosyl-trisaccharides
(panel B, kojitriose, laminaritriose, maltotriose and isomaltotriose),
galactosyl-disaccharides (panel C, 1,3-galactobiose, 1,4-
galactobiose, lactose and 1,6-galactobiose) and galactosyl-
trisaccharides (panel D, galactotriose, 3’-galactosyl lactose, 4’-
galactosyl lactose and 6’-galactosyl lactose). These mixtures were
chromatographically resolved in the two-dimensions while some
of these compounds coeluted in monodimensional LC. This is the
case, for instance, of glucosyl-disaccharides (Fig. 2A): kojibiose
(with a1/2 linkage) was separated from isomaltose (with a1/6
linkage) and cellobiose (with b1/4 linkage) from laminaribiose
(with b1/3 linkage) in the 2D, while maltose (with a1/4 linkage)
was separated from cellobiose in 1D. A similar pattern was also
observed for their corresponding glucosyl-trisaccharides (having
the same glycosidic linkages and monomeric composition; Fig. 2B).
The formation of group-type patterns on the two-dimensional
plane has been previously observed for other type of compounds
in LC LC [10]. It has been seen that regular variation of the com-
pound structures could lead to ordering in a chromatogram. Then,
this method can be useful for the identiﬁcation of unknown car-
bohydrates with a certain degree of structural similarities present
in complex samples.
Regarding galactosyl-di- and trisaccharides (Fig. 2C and D,
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Fig. 1. 2D HILIC RP separation of a di- and trisaccharide mixture using: A, non-focusing modulation with 50 mL sampling loops; B, non-focusing modulation with 80 mL sampling
loops; C, focusing modulation using two trapping columns (C18, 10 3mm, 2.6 mm); D, focusing modulation with trapping columns and active modulation. For detailed experi-
mental conditions, see text.
Fig. 2. 2D plots (304 nm) obtained under optimum HILIC RP separation conditions for different di- (A and C) and trisaccharide (B and D) mixtures. For detailed analytical
conditions, see text.
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respectively), a good separation was observed for each mixture;
however, a group-type pattern could not be established due to the
different linkages and monomeric units constituting these
carbohydrates.
Then, to evaluate the advantages of the new LC LC method for
the separation of di- and trisaccharides with different glycosidic
linkages and monomeric units, three commercial prebiotic mix-
tures of GOS and one commercial preparation of GEOS were
analyzed. The 2D plots obtained for these samples are shown in
Fig. 3. Identiﬁcation of the different di- and trisaccharides was
considered tentative and it was carried out based on the compar-
ison of retention times in 1D and 2D of the target carbohydrates
with those of the corresponding standards, when available, and/or
data from literature regarding GOS composition [17,23]. Carbohy-
drates were properly resolved using the developed LC LC method
despite the usual differences in concentration levels of target car-
bohydrates present in real samples. This was the case, for example,
for the structurally different galactosyl-lactoses (4’, 3’ and 6’) pre-
sent in GOS1 sample at dissimilar concentrations and which were
efﬁciently resolved (Fig. 3). Furthermore, the optimized LC LC
method provided the beneﬁt of resolving isomeric oligosaccharides
respect to 1DLC in all assessed samples. For instance, 4’-galactosyl-
lactose was efﬁciently resolved in GOS1 and GOS3 samples by
LC LC separation from an unknown trisaccharide which coeluted
by 1DLC (Fig. 3). This was also the case for the separation of b-
galactosyl-galactoses from b-galactosyl-glucoses observed in GOS2
and GOS3 samples, as well as among the complex mixture of glu-
cobioses present in the GEOS sample (Fig. 3).
To establish a comparison of the method performance for the
different samples analyzed, peak capacities and orthogonality
values were estimated in each case (Table 2). As it can be observed,
high effective peak capacity values, up to 1425 when under-
sampling from the 1D was already considered, were obtained for all
the studied samples. These values demonstrate theoretically the
high separation power obtained using the optimized methodology.
However, more realistic peak capacity ﬁgures can be offered
derived from the calculation of the orthogonality degree. To do that,
the orthogonality degree of each separation was also estimated. In
this case, relatively good values around 40% were obtained for all
the samples except GOS3. In general, good use of the available 2D
space was obtained, considering that the separated peaks were not
grouped in the diagonal, as it often happens with not entirely non-
correlated separation mechanisms. However, the 2D separation
space was not completely used, as peaks tended to elute around a
20 s window in spite of the longer gradient employed. This fact is
the main responsible for not attaining even higher A0 values, and
clearly illustrates some of the challenges behind carbohydrates
analysis. In any case, when the effective peak capacity values were
corrected by orthogonality following eq. (5), good values were
obtained for GOS1, GOS2 and GEOS of up to 531, which are com-
parable to other corrected peak capacities in other successful ap-
plications [20].
4. Conclusions
A newHILIC RPmethod has been developed for the separation
of ABEE derivatized di- and trisaccharides with different glycosidic
linkages and monomeric units. After preliminary analyses by 1DLC,
the column combination involving the use of BEH amide column in
the 1D and C18 in the 2D was selected for the separation of these
components by LC LC. Active modulation was shown to be useful
to solve the solvent mismatch problems encountered during the
Fig. 3. 2D plots (304 nm) obtained under optimum HILIC RP separation conditions for different commercial prebiotic oligosaccharide products. For detailed analytical conditions,
see text.
Table 2
Peak capacity and orthogonality values obtained for the 4 commercial prebiotic
oligosaccharide products analyzed using the optimum HILIC RP conditions
determined.
GOS1 GOS2 GOS3 GEOS
1D peak capacity, 1nc 42 38 41 37
2D peak capacity, 2nc 62 54 48 64
Theoretical peak capacity, 2Dnc 2604 2052 1968 2368
Effective peak capacity, 2Dn'c 1425 1176 1084 1370
Corrected peak capacity, 2Dnc,corr 457 454 103 531
Orthogonality, A0 32% 39% 10% 39%
AO, orthogonality; 2Dnc¼ 1nc 2nc; 2Dn'c: calculated according to Ref. [13]; 2Dnc corr.:
2Dn'c AO.
A. Martín-Ortiz et al. / Analytica Chimica Acta 1060 (2019) 125e132 131
transfer to the 2D. Thanks to the optimized methodology, it was
possible to analyze, for the ﬁrst time, commercial prebiotic oligo-
saccharide mixtures of different nature (GOS and GEOS) involving
the presence of diverse glycosidic linkages that were not separated
by conventional LC. Our data demonstrate the utility of on-line
LC LC to analyze complex oligosaccharide mixtures of low de-
gree of polymerization, and open the door to further applications in
the ﬁeld of carbohydrates analysis.
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5. DISCUSIÓN INTEGRADORA 
Como ha quedado patente en esta Tesis, el análisis de carbohidratos bioactivos 
no resulta una tarea trivial, al tratarse de mezclas muy complejas, con multitud de 
isómeros, con distintos grados de polimerización y distintas abundancias. Esto unido a 
la falta de patrones comerciales hace imprescindible el empleo de técnicas analíticas 
avanzadas con una alta resolución y capacidad de identificación. El avance que están 
experimentando las técnicas cromatográficas y espectrométricas actuales contribuye a 
una mejora del conocimiento, sin embargo, todavía queda mucho por hacer en este 
campo. En esta tesis se ha seguido una estrategia multianalítica, que ha permitido 
aprovechar las ventajas de cada una de las técnicas empleadas, desarrollando nuevos 
métodos alternativos a los existentes, que han supuesto una interesante contribución 
en este campo.  
Como en cualquier proceso analítico, para la caracterización de carbohidratos 
es necesaria una etapa previa de preparación de muestra basada en este caso, 
principalmente, en el fraccionamiento de los compuestos de interés. La elección de la 
técnica de fraccionamiento más adecuada no es tarea fácil debido a la similitud de 
estructuras y a la necesidad de que los carbohidratos conserven su estructura química 
para no influir en su bioactividad. Además, si se trata de muestras reales esta etapa 
representa una dificultad añadida, debido al elevado contenido de algunos 
carbohidratos interferentes, como la lactosa en el caso de la leche o el calostro de 
cabra (˃ 98% de la fracción de carbohidratos) en comparación con los oligosacáridos 
presentes. Por tanto, esta etapa, generalmente es un cuello de botella en el análisis de 
carbohidratos. En esta tesis, para la eliminación de la lactosa de la leche de cabra se 
han empleados dos técnicas de fraccionamiento, una ampliamente establecida como 
es la cromatografía de exclusión molecular (SEC) y otra más novedosa basada en el 
empleo combinado de un tratamiento enzimático y microbiológico. La Tabla 5.1. 
muestra un resumen comparativo de las características de ambas técnicas. 
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Tabla 5.1. Características del fraccionamiento mediante cromatografía de exclusión molecular 
(SEC) y el tratamiento biotecnológico desarrollado en la Sección 3.1 basado en el uso 
combinado de -galactosidasas de K. lactis y levaduras de S. cerevisiae.  
 Disolventes Volumen 
disolvente (L) / 
cantidad leche (g) 
desengrasada y 
desproteinizada 
Eliminación 
lactosa 
(%) 
Recuperación 
(%) 
Coeficiente 
de variación 
(%) 
SEC Agua 1,25  /  1  99,9  Neutros DP3: 40-50 
Ácidos DP3: 52-97  
OS (≥DP4): ≈ 100 
 
 
20-60 
K. lactis + 
S. cerevisiae 
Tampón fosfato 
pH 7 
0,027  /  1 95  135  
Aumento de COSg 
1-20 
 
 La SEC es una técnica muy útil para la separación de carbohidratos en función 
de sus distintos grados de polimerización. Según los resultados obtenidos, 
prácticamente la totalidad de la lactosa pudo ser eliminada mediante SEC (99,9%), sin 
embargo, la recuperación de los distintos oligosacáridos varió en función de las 
estructuras de los mismos. Así, la recuperación de los trisacáridos neutros fue 
relativamente baja (40-50%), mientras que los ácidos y los OS de DP≥4 fue próxima al 
100%, a excepción de la 3’SL que únicamente ser recuperó un 52%. Aunque la 
separación de los OS en SEC es relativa a su DP, la estructura de cada carbohidrato es 
fundamental. Posiblemente la 6’SL al tener una estructura más lineal se retiene menos 
que la 3’SL que eluye más próxima a la lactosa y por tanto su recuperación es menor. 
Mientras que los resultados relativos a la pureza de los OS son similares a los 
obtenidos previamente por otros autores para la purificación de GOS (Hernández et 
al., 2009), los rendimientos fueron inferiores en el caso de la leche de cabra (65-70% 
en COS vs. 81-92%, en GOS (Hernández et al., 2009)). Este comportamiento podría ser 
debido a las menores concentraciones de lactosa (≈20%) presentes en esta mezcla de 
prebióticos comparado con la leche de cabra. Por otra parte, el empleo de la SEC 
resulta tedioso (son necesarias aproximadamente 48 h para el proceso de equilibrado, 
separación cromatográfica y limpieza de la columna), la muestra se recupera muy 
diluida (el volumen de disolvente empleado para la elución es alto) y presenta 
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problemas de reproducibilidad (la recuperación de carbohidratos para una muestra 
por triplicado presenta coeficientes de variación entre 20 y 60%). Por tanto, en la 
presente Memoria y considerando los problemas observados en SEC, los carbohidratos 
mayoritarios del calostro y la leche de cabra fueron analizados sin someter a la 
muestra a ningún proceso de fraccionamiento, mientras que los oligosacáridos de 
DP≥4, presentes en menor concentración, fueron analizados tras la eliminación de la 
lactosa mediante SEC.  
Por otra parte, las técnicas de fraccionamiento no solo son útiles para el 
posterior análisis de la muestra, sino también para la obtención de carbohidratos con 
propiedades bioactivas a nivel preparativo. En este sentido, el tratamiento con 
enzimas y levaduras es una interesante alternativa, sin embargo, es imprescindible el 
estudio y optimización del proceso, ya que pueden producirse nuevos oligosacáridos 
por acción de enzimas transgalactosidasas y/o tener lugar la formación de productos 
secundarios no presentes inicialmente en la muestra por acción de las levaduras (Zhu y 
col., 2018). En la sección 3.1 de esta tesis se abordaron estos problemas y se pudieron 
obtener COS prácticamente libres de lactosa (eliminación del 95%) combinando β-
galactosidasas y levaduras, minimizando la formación de nuevos oligosacáridos. Este 
método presentó una reproducibilidad adecuada (1-20%) y el procedimiento puede ser 
fácilmente adaptado para su implementación industrial.  
Una vez obtenidos los oligosacáridos de interés resulta fundamental el 
desarrollo de métodos que permitan su análisis tanto cuali- como cuantitativo. En esta 
tesis, la caracterización de estos OS se ha desarrollado de manera exhaustiva gracias al 
uso de diversas técnicas cromatográficas complementarias. Para ello, se han usado 
técnicas avanzadas cromatográficas y espectrométricas como GC-Q MS, LC-Q MS, 
HPAEC-PAD, nano-LC-Chip-Q-ToF-MS, LC-IT MS y LC×LC-UV, que han resultado útiles 
para el análisis tanto de oligosacáridos de leche de cabra como de oligosacáridos 
prebióticos. 
La GC‐MS es una herramienta muy apropiada para el análisis de di‐ y 
trisacáridos debido a su sensibilidad y capacidad de resolución. Esta técnica, aunque de 
aplicación limitada en el caso de OS de alto grado de polimerización, permitió la 
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caracterización detallada de los trisacáridos de la leche de cabra, a excepción de los 
derivados glicolil-neuramínicos, que, al presentar un mayor peso molecular, no 
pudieron ser analizados mediante esta técnica (Sección 3.2). La información estructural 
proporcionada por la GC-MS es superior a la LC-MS, presentando además un mayor 
poder de resolución, sin embargo, el análisis de carbohidratos ácidos y básicos es 
complejo y los procesos de derivatización deben ser cuidadosamente optimizados 
como ha quedado demostrado en esta Memoria.   
Por otra parte, la cromatografía de líquidos permite el análisis de oligosacáridos 
de mayor DP. Como ya se ha comentado, son muchos los modos de operación de LC 
existentes, destacando la HPAEC, la GCC y la HILIC por su mayor poder de resolución 
entre carbohidratos isoméricos y con distinto grado de polimerización (Koizumi, 2002; 
Brokl et al., 2011). A pesar del alto poder de resolución proporcionado por la HPAEC, 
su difícil acoplamiento a MS, limita su aplicabilidad. Por ello, esta tesis se ha centrado 
principalmente en el empleo de GCC y HILIC. Así, se ha evaluado el uso de una columna 
de carbón grafitizado (PGC) y otra en base amida (BEH-Amide, trabajando en modo 
HILIC) para el análisis tanto de oligosacáridos de la leche de cabra (secciones 3.3 y 3.4) 
como para mezclas de di- y trisacáridos con distinta composición monomérica y 
enlaces glicosídicos (sección 4.1). El uso combinado de ambos modos de operación 
proporciona ventajas para el análisis de mezclas complejas de carbohidratos.       
Además de las técnicas convencionales de LC –MS, en esta tesis se ha empleado 
la nano-LC-Chip-Q-TOF MS que es una técnica muy útil para el análisis de 
oligosacáridos, ya que permite la identificación de estos compuestos presentes en 
mezclas complejas introduciendo cantidades muy pequeñas de muestra. Gracias a las 
bases de datos existentes en la Universidad de Davis, durante una estancia en dicha 
Universidad, se consiguieron identificar 78 COS en calostro de cabra. Sin embargo, y 
dadas las fluctuaciones que presenta el voltaje del capilar del chip, la cuantificación de 
estos compuestos no es posible mediante esta técnica. Por tanto, la optimización de 
un método mediante HILIC-Q MS permitió la cuantificación de los principales OS 
presentes en esta muestra (Sección 3.3). Esta metodología se aplicó, posteriormente, 
con éxito para la evaluación del contenido de oligosacáridos de leches de cabra 
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procedentes de distintas etapas de lactación, información no existente en la 
bibliografía hasta el momento (Sección 3.4). 
En esta tesis se ha contemplado también el estudio de la fragmentación de di- y 
trisacáridos neutros mediante MSn, empleando una trampa iónica como analizador. 
Este estudio permitió conocer los iones característicos de fragmentación de un gran 
número de disacáridos con distinta composición monomérica y enlaces glicosídicos, 
permitiendo establecer iones característicos para la identificación tentativa de 
estructuras más complejas como son los trisacáridos (sección 4.1). 
Por otro lado, y a pesar de la capacidad de resolución de las técnicas 
monodimensionales y de los exitosos resultados obtenidos en las secciones anteriores, 
la caracterización de carbohidratos sería mucho más completa mediante el empleo de  
la cromatografía de líquidos bidimensional (LC×LC). Por tanto, en esta tesis nos 
planteamos desarrollar una nueva metodología mediante esta técnica para el análisis 
en primer lugar de mezclas de di- y trisacáridos y, posteriormente, aplicarlo a mezclas 
comerciales de carbohidratos prebióticos. Tras evaluar distintas fases estacionarias y 
basándonos en datos bibliográficos (Montero et al. ), se observó que el empleo de 
columnas de fase inversa podía ser adecuado para su acoplamiento a HILIC o GCC. Sin 
embargo, los carbohidratos prácticamente no se retienen en columnas de RP, por lo 
que se consideró una etapa de derivatización previa con el reactivo ABEE, que 
aumentaría la retención de dichos compuestos en estas columnas. La derivatización de 
los carbohidratos además fue un requisito imprescindible para su detección mediante 
UV (detector acoplado al equipo de LC×LC), ya que estos compuestos carecen de 
grupos cromóforos. La optimización de las condiciones de separación demostró que la 
combinación HILIC×RP presentaba la mejor ortogonalidad. Sin embargo, para 
conseguir estos resultados, hubo que solventar problemas como las conexiones en la 
interfase o la incompatibilidad de las fases. El uso de dos columnas de C18 en la 
interfase para incrementar la retención antes de la segunda dimensión, junto con la 
introducción de un mecanismo adicional de modulación activa, resolvió los problemas 
de incompatibilidad de disolventes (sección 4.2). Cabe destacar que esta es la primera 
aplicación existente sobre el empleo de LC×LC para el análisis de carbohidratos. Sin 
duda alguna, esta es una nueva línea de investigación para poder continuar en el 
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futuro, empleando detectores de MS y seleccionando las fases estacionarias y móviles 
adecuadas para conseguir la separación de mezclas complejas de carbohidratos sin 
necesidad de derivatización previa. 
En base a lo arriba expuesto, los resultados incluidos en la presente Tesis 
Doctoral han contribuido de manera significativa al avance en el conocimiento sobre 
los procesos de fraccionamiento y análisis de carbohidratos bioactivos, objetivo 
encuadrado dentro del ámbito de Química Analítica. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. CONCLUSIONES/
CONCLUSIONS  
Solo hay un modo seguro de dar una vez en el 
clavo, y es dar ciento en la herradura.  
Miguel de Unamuno 
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6. CONCLUSIONES 
 
1. El uso combinado de β-galactosidasas de Kluveromyces lactis y levaduras de 
Saccharomyces cerevisiae ha permitido la eliminación selectiva de la lactosa 
presente en el calostro de cabra, consiguiendo preservar los oligosacáridos 
originalmente presentes y minimizando la formación de nuevos carbohidratos. 
2. La nueva metodología desarrollada para la derivatización de oligosacáridos ácidos y 
neutros, utilizando N-trimetilsilil-N-metil trifluoroacetamida y trimetilclorosilano 
como agentes sililantes, ha resultado eficaz para su análisis por GC-MS. Dicho 
método ha sido aplicado con éxito para la caracterización de trisacáridos de leche 
de cabra. 
3. El uso de nano-LC-Chip-Q-ToF MS ha permitido la identificación de hasta 78 
oligosacáridos de calostro de cabra con unidades de hexosa, hexosamina, fucosa, 
ácido N-acetilneuramínico y/o ácido N-glicolilneuramínico, siendo la primera vez 
que se lleva a cabo un estudio de caracterización tan completo de los 
carbohidratos de este producto. 
4. El nuevo método desarrollada mediante HILIC-Q MS ha contribuido a la separación 
y la cuantificación de 29 oligosacáridos del calostro de cabra, tanto neutros como 
ácidos, siendo los carbohidratos predominantes las galactosil-lactosas seguidas por 
los sialil- y fucosil-oligosacáridos, respectivamente.  
5. La metodología optimizada mediante nano-LC-Chip-Q-ToF MS y HILIC-Q MS ha 
permitido, por primera vez, el estudio exhaustivo de la evolución de los 
oligosacáridos de leche de cabra, tanto neutros como ácidos, durante diferentes 
etapas de lactación.  
6. La combinación de datos del comportamiento cromatográfico (basado en el 
empleo de columnas HILIC y PGC) y espectrométrico (MSn) de patrones de 
disacáridos con diferentes enlaces glicosídicos y unidades monoméricas ha 
permitido establecer nuevos criterios para la caracterización tentativa de 
estructuras más complejas, aplicándose al análisis de trisacáridos. 
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7. La cromatografía de líquidos bidimensional completa (LC×LC) se ha empleado, por 
primera vez, para el análisis de carbohidratos, resultando de utilidad para la 
separación de mezclas complejas de patrones de di- y trisacáridos previamente 
derivatizados con ácido paraaminobenzoico. 
8. La metodología de HILIC×RP desarrollada ha permitido la separación de mezclas 
complejas de oligosacáridos prebióticos comerciales, cuya resolución no era 
posible en una dimensión, abriendo una nueva vía de investigación para futuras 
aplicaciones en este campo. 
De manera genérica, se puede afirmar que los trabajos desarrollados en el marco 
de esta Tesis Doctoral han contribuido al avance del conocimiento relacionado con 
el desarrollo de metodologías para el análisis de mezclas complejas de 
carbohidratos bioactivos, proponiendo soluciones a diversas problemáticas 
existentes, tanto en la etapa de preparación de muestra como en el análisis 
mediante el uso de técnicas cromatográficas y espectrométricas. 
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CONCLUSIONS 
1. The combined use of β-galactosidases from Kluveromyces lactis and yeast from 
Saccharomyces cerevisiae has proven to be efficient in removing lactose from 
goat colostrum, preserving its endogenous oligosaccharides and minimising the 
synthesis of new oligosaccharides. 
2. The new methodology developed for the derivatization of acidic and neutral 
oligosaccharides, using N-trimethylsilyl-N-methyl trifluoroacetamide and 
trimethylchlorosilane as silylating agents, has demonstrated to be efficient for 
their analysis by GC-MS. This method has been successfully applied to the 
characterization of goat milk trisaccharides. 
3. The use of nano-LC-Chip-Q-TOF MS has allowed the identification of up to 78 
oligosaccharides from goat colostrum consisting of hexose, hexosamine, 
fucose, N-acetylneuraminic acid and/or N-Glycolylneuraminic acid. This is the 
first time that such a comprehensive study has been carried out about the 
oligosaccharide composition of goat colostrum. 
4. The new methodology developed by HILIC-Q MS has allowed the separation 
and quantification of 29 oligosaccharides from goat colostrum, both acidic and 
neutral, galactosyl-lactoses being the predominant carbohydrates followed by 
sialyl- and fucosyl-oligosaccharides, respectively. 
5. The optimized method by nano-LC-Chip-Q-TOF MS and HILIC-Q MS has 
permitted, for the first time, the comprehensive study of the evolution of goat 
milk oligosaccharides, both acidic and neutral, during different lactation stages.  
6. The data combination from chromatographic (based on the use of HILIC and 
PGC columns) and spectrometric (MSn) behaviours of disaccharide standards 
having different glycosidic linkages and monomeric units has provided new 
insights into the tentative characterization of more complex carbohydrate 
structures as those of trisaccharides . 
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7. Comprehensive two-dimensional liquid chromatography (LC×LC) has been 
applied, for the first time, to the analysis of carbohydrates, being successful for 
the separation of complex mixtures of di- and trisaccharide standards 
previously derivatized with para-aminobenzoic acid.  
8. The developed methodology based on the use of HILIC×RP has allowed the 
separation of complex mixtures of commercial prebiotic oligosaccharides, 
which were unable to be separated in one dimension, open the door to further 
applications in the field of carbohydrates analysis. 
Overall, it may be concluded that the developed work presented in this PhD 
thesis has generated a progress in the state-of-art of methodology 
development for the analysis of complex mixtures of bioactive carbohydrates, 
providing solutions to current challenges related to sample preparation and 
analysis by using chromatographic and spectrometric techniques. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7. ANEXOS 
El científico no es aquella persona que da las 
respuestas correctas, sino aquél quien hace 
las preguntas correctas. 
Claude Lévi-Strauss 
 
  
 
 
 
Anexo 1: Correspondiente a la sección 1 
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1. INTRODUCCIÓN
     Los carbohidratos son la principal fuente de energía de
los seres vivos y son, además, uno de los constituyentes
más importantes de los alimentos: contribuyen a la mejora
de sus propiedades organolépticas, permiten la modifica-
ción de texturas, son empleados como marcadores de cali-
dad, etc. Sin embargo, además de estas funciones, depen-
diendo de su estructura química, algunos carbohidratos
poseen efectos beneficiosos para la salud humana, por lo
que son susceptibles de ser incluidos como ingredientes
en la elaboración de muchos alimentos. Entre estos carbo-
hidratos destacan los iminoazúcares y los oligosacáridos
prebióticos, objeto de estudio en este artículo.
     A la hora de considerar un carbohidrato o una mezcla
de carbohidratos como bioactivos es necesario determi-
nar su composición química y su pureza (FAO, 2007).
Por lo tanto, es de gran interés el desarrollo de métodos
analíticos adecuados que permitan caracterizar los carbo-
hidratos bioactivos para establecer relaciones estructura-
función.
     Los carbohidratos bioactivos, tanto los presentes en la
naturaleza como los obtenidos mediante procesos de sín-
tesis, generalmente forman parte de mezclas complejas
de distintos grado de polimerización (DP), composición
monomérica, enlaces glicosídicos, ramificaciones y for-
mas anoméricas. Además de su gran variabilidad estruc-
tural, los carbohidratos son compuestos muy polares, de
baja estabilidad térmica y gran reactividad química, que
no poseen grupos fluorescentes ni cromóforos y no son
volátiles (Ikegami y col., 2008; Brokl, 2011). Por tanto,
su caracterización supone un reto desde el punto de vista
analítico, siendo necesaria la selección de técnicas y opti-
mización de condiciones experimentales que proporcio-
nen una mayor resolución e información estructural.
Además, estos carbohidratos bioactivos se encuentran
frecuentemente presentes en baja concentración en fuen-
tes naturales, por lo que su determinación requiere el uso
de técnicas analíticas sensibles.
     La cromatografía de líquidos (LC) es una de las técni-
cas más usadas para la caracterización de carbohidratos
debido a su gran versatilidad y múltiples modos de opera-
ción. Entre los modos más empleados se encuentra la cro-
matografía líquida en fase inversa (RPLC), la cromato-
grafía de alta eficacia de intercambio aniónico (HPAEC)
y la cromatografía líquida de interacción hidrofílica
(HILIC) (Antonio y col., 2008), destacando en los últi-
mos años el número de aplicaciones de esta última por su
elevado poder de resolución para compuestos polares y
facilidad de acoplamiento a espectrometría de masas,
como se discutirá en la sección 2.
1.1. Iminoazúcares
     ¿Qué son?
     Los iminoazúcares, también llamados azazúcares y
polihidroxialcaloides, son carbohidratos bioactivos de
bajo peso molecular con estructura similar a la de los
monosacáridos, en los que el átomo de oxígeno del anillo
se ha reemplazado por un átomo de nitrógeno.
     ¿Qué tipos hay?
     Dependiendo de su estructura química se clasifican en
cinco grupos: piperidinas (ej. 1-desoxinojirimicina (DNJ)
y α-homonojirimicina (α-HNJ)), pirrolidinas (ej. 2,5-
didesoxi-2,5-imino-D-manitol (DMDP)), indolicidinas
(ej. swainsonina), pirrolicidinas (ej. australina) y nortro-
panos (ej. calisteginas). En la Figura 1 se muestran las
estructuras de los iminoazúcares mencionados.
     En la naturaleza, los iminoazúcares se encuentran
presentes en numerosas familias de plantas (Moraceae,
Leguminosae, Hyacinthaceae, Araceae, etc.) (Asano y
col., 2005) y en diversos géneros de microorganismos
(Streptomyces, Bacillus, etc.) (Onose y col., 2013).
Dentro de las fuentes de origen vegetal cabe destacar la
morera (Morus sp.) y el trigo sarraceno o alforfón
(Fagopyrum esculentum) por su mayor disponibilidad e
interés alimentario.
     ¿Qué propiedades tienen?
     Los iminoazúcares son conocidos inhibidores compe-
titivos de glicosidasas. Esta actividad se basa en su pro-
piedad de mimetizar la estructura de los azúcares senci-
llos, lo que permite que puedan ocupar el lugar de éstos
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en reacciones catalizadas por las enzimas que digieren
dichos azúcares (Watson, y col., 2001).
     Esta actividad inhibitoria les confiere gran utilidad
como candidatos para el tratamiento de numerosas
enfermedades relacionadas con la absorción de carbohi-
dratos, tales como obesidad y diabetes, de gran inciden-
cia en países desarrolados (Gómez y col., 2012).
También los iminoazúcares se han propuesto para el tra-
tamiento de distintos tipos de cáncer, infecciones vira-
les, etc.
     Entre los iminoazúcares naturales con mayor activi-
dad antiglicosidasa se encuentran la DNJ, la fagomina
(1,5-imino-1,2,5-trideoxi-D-arabino-hexitol), la α-HNJ y
el DMDP (Evans y col., 1985).
     ¿Por qué es difícil su análisis?
     La principal dificultad de su análisis es debida al ele-
vado número de isómeros de estos carbohidratos, que
generalmente se encuentran en relativamente baja con-
centración y formando parte de muestras complejas, al
igual que la ausencia de patrones comerciales con los que
poder compararlos.
1.2. Prebióticos
     ¿Qué son?
     Son ingredientes que producen una estimulación
selectiva del crecimiento y/o actividad(es) de uno o de un
limitado número de géneros/especies de microorganis-
mos en la microbiota intestinal, confiriendo beneficios
para la salud del hospedador (Roberfroid y col., 2010).
Para conseguir este crecimiento selectivo y que, en con-
secuencia, un compuesto sea considerado como prebióti-
co, debe cumplir los siguientes requisitos (Steed y col.,
2009):
     i) Resistir los bajos valores de pH gástricos, la acción
de enzimas digestivas y de sales biliares.
     ii) No ser hidrolizado o absorbido en el tracto gas-
trointestinal en su totalidad y llegar al intestino
grueso, sin variaciones en su estructura molecular.
     iii) Ser fermentado selectivamente por bacterias bene-
ficiosas de la microbiota intestinal.
     iv) Ser capaz de inducir efectos beneficiosos para la
salud.
Figura 1. Estructuras químicas de DNJ (1), α-HNJ (2), DMDP (3), swainsonina (4), australina (5) y calistegina A3 (6).
49
     ¿Qué tipos hay?
     Los prebióticos son, principalmente, oligosacáridos
de diversos DP, aunque también se pueden considerar
algunos disacáridos (ej. lactulosa) o polisacáridos. En
Europa existen actualmente cuatro productos con recono-
cidas propiedades prebióticas establecidos en el mercado
(Gosling y col., 2010): galactooligosacáridos (GOS),
fructooligosacáridos (FOS), inulina y lactulosa. La
Figura 2muestra algunos ejemplos de estos carbohidra-
tos.
     ¿Qué propiedades tienen?
     Entre las propiedades beneficiosas que pueden ejer-
cer los prebióticos destacan la inhibición del crecimiento
de bacterias exógenas y perjudiciales, el favorecimiento
de la absorción de minerales, la estimulación del sistema
inmune y la producción de vitaminas (Roberfroid y col.,
2010)
     ¿Por qué es difícil su análisis?
     El análisis de carbohidratos prebióticos supone un
gran reto para la investigación. La similitud estructural de
los carbohidratos prebióticos, junto con su frecuente pre-
sencia en forma de mezclas complejas de distinto DP y en
un amplio intervalo de concentraciones, son algunas de las
dificultades que entraña el análisis de estos carbohidratos
desde el punto de vista cromatográfico. Por tanto, a veces
es necesario llevar a cabo un fraccionamiento de la mues-
tra previo al análisis con el fin de obtener fracciones de un
DP determinado y simplificar así su caracterización. El
hecho de que prácticamente no existan patrones comer-
cialmente disponibles dificulta aún más su identificación.
Cromatografía y Técnicas Afines
Figura 2. Ejemplo de algunos carbohidratos reconocidos como prebioticos: (1) 3’-galactosil-lactosa (GOS), (2) 1-kestosa
(FOS), (3) inulina y (4) lactulosa.
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2. CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE INTERAC-
CIÓN HIDROFÍLICA (HILIC)
     La HILIC es un modo de HPLC, inicialmente desa-
rrollado para la separación de carbohidratos, y que pro-
porciona en la actualidad excelentes resultados en la
separación de otras moléculas como aminoácidos, vita-
minas, toxinas, etc. HILIC se presenta frecuentemente
como una variante de la cromatografía de fase normal
(NPLC) puesto que al igual que ésta, utiliza una fase esta-
cionaria polar y la retención de los analitos aumenta con
el incremento de su hidrofilia, aunque su mecanismo es
mucho más complejo (Greco y Letzel, 2013).
     Resulta de gran utilidad para analizar compuestos
que, dada su elevada polaridad, se retienen poco en RPLC
y eluyen cerca del frente del disolvente, o no dan lugar a
una retención efectiva en cromatografía de intercambio
iónico. Los analitos polares siempre muestran una buena
solubilidad en la fase móvil acuosa utilizada en HILIC, lo
que contribuye a solventar los frecuentes problemas rela-
cionados con la baja solubilidad de estos compuestos en
las fases de NPLC. 
2.1. Fases estacionarias
     Aunque cualquier fase estacionaria que pueda retener
moléculas de agua, puede ser usada en modo HILIC
(Greco y Letzel, 2013), la fase estacionaria típica consiste
en la clásica gel de sílice modificada con distintos grupos
funcionales polares (amino, diol, amida, etc.; ver Tabla
1). Las reconocidas ventajas de la utilización de fases
estacionarias hidrofílicas para la separación de compues-
tos polares, han potenciado en los últimos años el desa-
rrollo de nuevas generaciones de fases estacionarias
HILIC, la mayoría de las cuales presentan mecanismos de
interacción mixtos basados generalmente en la inclusión
de grupos intercambiadores iónicos o grupos zwitterióni-
cos (Buszewski y Noga, 2011; ver Tabla 1). En general,
las fases estacionarias HILIC se pueden agrupar en neu-
tras, polares o iónicas.
Tabla 1. Ejemplos de fases estacionarias de sílice con distintos grupos funcionales empleadas en HILIC.
*PEI: Polietilenimina
51
Cromatografía y Técnicas Afines
2.2. Fases móviles
     La fase móvil en HILIC está constituida por una mez-
cla hidro-orgánica, cuyo porcentaje en agua aumenta con
el tiempo de análisis. Una elevada proporción inicial de
disolvente orgánico en la mezcla produce que el agua sea
fuertemente adsorbida en la superficie de la fase estacio-
naria hidrofílica. Cuando la cantidad de agua constituye
alrededor de un 5% de la fase móvil, la capa de agua
adsorbida es lo suficientemente delgada como para crear
un sistema de reparto líquido-líquido con la fase orgánica
(Greco y Letzel, 2013).
     Como disolvente orgánico generalmente se emplea
acetonitrilo, aunque se puede utilizar cualquier disolven-
te aprótico miscible con agua, como tetrahidrofurano o
dioxano. Los alcoholes (como metanol o etanol) se pue-
den también emplear aunque es necesaria una mayor con-
centración para obtener el mismo grado de retención rela-
tivo de los analitos (Hemström y col., 2006). En general,
la fuerza de elución para los distintos disolventes utiliza-
dos en HILIC aumenta en el orden siguiente: acetonitrilo
< tetrahidrofurano < isopropanol y propanol < etanol <
metanol < agua (Greco y Letzel, 2013). Además, suelen
emplearse aditivos iónicos como el acetato amónico o
formiato amónico para controlar el pH y la fuerza iónica
de la fase móvil, lo que contribuye a pequeños cambios
en la retención (Buszewsky y Noga, 2011).
     Por otra parte, es necesario señalar también que el
empleo en HILIC de fases móviles del todo compatibles
con la Espectrometría de Masas (MS) ha contribuido a la
creciente popularidad del acoplamiento directo de ambas
técnicas (HILIC-MS).
2.3. Mecanismo de retención
     El mecanismo de retención en HILIC es muy comple-
jo y todavía genera controversia entre la comunidad cien-
tífica. Se ha demostrado que el patrón de elución en
HILIC es similar al de la fase normal, por lo que se podría
presuponer que el mecanismo debería tener también
alguna similitud (Buszewsky y Noga, 2011).
     Una de las teorías actualmente aceptadas sostiene que
la retención en HILIC es principalmente causada por un
proceso de reparto, si bien no se conoce en profundidad
su fundamento teórico. Según dicha teoría, la diferente
distribución de las moléculas del analito entre el acetroni-
trilo de la fase móvil y la capa de agua adsorbida sobre la
fase estacionaria hidrofílica darían lugar a la separación
(Buszewsky y Noga, 2011) (Figura 3). Cuanto más
hidrofílico sea el analito, más se desplazará el equilibrio
hacia la capa de agua inmovilizada en la fase estaciona-
ria, y más se retendrá el analito. La separación, por tanto,
no sólo se basa en las polaridades de los compuestos sino
también en su grado de solvatación. 
     Pero el mecanismo en HILIC es más que un simple
reparto, e incluye también interacciones tipo puente de
hidrógeno entre especies neutras y polares, así como
interacciones electrostáticas débiles con la fase estacio-
naria (Alpert, 1990; Yoshida, 2004). Estas interacciones
electrostáticas pueden deberse a cargas residuales de gru-
pos silanoles disociados, que han quedado bloqueados en
la fase estacionaria debido a efectos estéricos y no pueden
ser eliminados, o a grupos que han sido intencionada-
mente incorporados a la fase estacionaria (Buszewsky y
Noga, 2011). En este último caso, son varios los mecanis-
mos que deben considerarse para explicar la retención,
siendo únicamente posible el determinar el mecanismo
predominante con la experimentación.
3. ANÁLISIS DE IMINOAZÚCARES
     En los últimos años, el desarrollo de nuevos métodos
para la separación e identificación de iminoazúcares con
potencial uso terapéutico ha cobrado un especial interés
(Watson y col., 2001). Como se ha comentado en la
Introducción, considerando la variada bioactividad de los
distintos iminoazúcares, resulta necesario determinar sus
estructuras de forma previa a su uso como ingredientes
bioactivos. Existen diversos estudios que analizan imino-
Figura 3.Esquema del mecanismo de retención en HILIC.
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azúcares mediante cromatografía de gases (GC), sin
embargo, la necesidad de convertir estos compuestos en
derivados más volátiles y estables previo a su análisis,
hace que la LC se presente como una alternativa de gran
interés. Aunque se han utilizado distintos modos de ope-
ración como HPAEC (Yoshihashi y col., 2010), RPLC
(Xie, 2008), NPLC (Ritchie y col., 2010), etc, en los últi-
mos años la HILIC ha surgido como una herramienta efi-
caz para el análisis de estos carbohidratos bioactivos.
     La mayoría de los estudios más recientes se han basa-
do en la determinación de DNJ, un iminoazúcar que
como ya se ha comentado, ha sido investigado por su
potencial uso contra la diabetes, al ser un inhibidor eficaz
de la actividad α-glucosidasa. Kimura y col. publicaron
en 2004 un estudio en el que se determinaba este iminoa-
zúcar de forma simple y rápida en hojas de morera, utili-
zando una columna de sílice funcionalizada con grupos
amida (de dimensiones 250 mm longitud × 4,6 mm d.i.) y
una mezcla de acetonitrilo:agua (81:19, v/v) conteniendo
6,5 mM de acetato amónico a un pH de 5,5 como fase
móvil. La elución se llevó a cabo en modo isocrático a
una temperatura de 40 oC. El flujo de la fase móvil (1 mL
min-1) era dividido después de la columna: un flujo de
0,95 mL min-1 era enviado a un detector de dispersión de
luz (ELSD) y uno de 0,05 mL min-1 era enviado a un
detector de espectrometría de masas con analizador de
tiempo de vuelo (TOF MS), empleándose este último
detector para confirmar la identidad del DNJ. Previo a la
selección de la columna HILIC, se probaron columnas
clásicas de LC de fase normal e inversa en diferentes con-
diciones, pero no se obtuvieron retenciones adecuadas
para dicho iminoazúcar.
     En 2007, Nuengchamnong y col. utilizaron la misma
columna que Kimura y col. (2004) para la cuantificación
mediante cromatografía liquida acoplada a espectrome-
tría de masas tándem (LC-MS/MS) de DNJ en hojas de
morera. Sin embargo, estos autores emplearon un medio
ácido usando como fase móvil 0,1% de ácido fórmico
(eluyente A) y acetonitrilo (eluyente B) y utilizando un
programa inicialmente isocrático seguido de una rampa
que, curiosamente y a diferencia de Kimura, empezó en
proporciones 80:20 (v/v, A:B) hasta 10:90 (v/v, A:B). El
flujo utilizado fue de 0,6 mL min-1. El método propuesto
supuso una reducción considerable del tiempo de análisis
(el tiempo de retención del DNJ varió de 24,5 a 8,1 min),
proporcionando además una alta sensibilidad y selectivi-
dad en la determinación de este iminoazúcar. Además, los
resultados mostraron que existían diferencias en los nive-
les de DNJ con la etapa de crecimiento de las hojas,
observándose mayores niveles de DNJ en hojas jóvenes.
     En 2010, Nakagawa y col. propusieron un método por
HILIC-MS/MS para la determinación de DNJ, galactosil-
DNJ (GAL-DNJ) y fagomina en hojas de morera y pro-
ductos de sericicultura. En este caso también se utilizó la
misma fase amida que en los casos anteriores y una fase
móvil con una mayor concentración de ácido fórmico que
la utilizada por Nuengchamnong tres años antes (0,1% de
ácido fórmico, en ambas fases). El gradiente empleado fue
también significativamente diferente, empezando con una
relación de acetonitrilo/agua 80:20 (v/v), para alcanzar en
2 minutos una proporción 40:60 (v/v), que se mantenía
durante 2,5 min antes de restablecer las condiciones ini-
ciales para el equilibrado de la columna. El empleo de un
detector de masas requirió un flujo bajo (0,2 mL min-1) y la
temperatura se mantuvo en 40 oC. En estas condiciones, se
consiguió la resolución de DNJ, GAL-DNJ y fagomina en
un tiempo análisis inferior a 6 minutos (Figura 4).
     El método desarrollado, además de selectivo, fue lo
suficientemente sensible para el análisis de iminoazúca-
res en las muestras de interés. Así, los resultados obteni-
dos probaron que, en contraste con las hojas de morera,
los gusanos de seda presentaban una concentración alta
de DNJ, moderada de fagomina y baja de GAL-DNJ, lo
que sugirió que cuando los gusanos se alimentaban de las
hojas de morera, el DNJ y la fagomina eran absorbidos
sin sufrir modificaciones, pero el GAL-DNJ era metabo-
lizado en forma de DNJ. Este último iminoazúcar no sólo
presenta un efecto inhibidor de la α-glucosidasa, sino que
también resulta ser inhibidor del crecimiento de insectos
y muestra propiedades insecticidas, de ahí su acumula-
ción en los gusanos como sistema de defensa. En este tra-
bajo además se observaron diferentes concentraciones de
iminoazúcares en las hojas de las distintas variedades de
morera consideradas.
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Figura 4. Separación de Fagomina, GAL-DNJ y DNJ
mediante HILIC-MS/MS. Reproducida con permiso de
Elsevier (Nakagawa y col., 2010).
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     En 2009, Guitton y col. desarrollaron un método
mediante HILIC-MS para el análisis cuantitativo de
miglustat en plasma y fluido cerebroespinal humano.
Miglustat es el nombre comercial con el que se introdujo
en el mercado la N-butil-desoxinojirimicina, un iminoa-
zúcar inhibidor de la glucosiltransferasa que cataliza el
primer paso de la síntesis de glicoesfingolípidos (GSLs).
Varias mutaciones genéticas producen una acumulación
patógena de los GSLs en los lisosomas, que conducen a
los desórdenes encontrados en varias enfermedades como
las de Tay-Sachs, Gaucher or Niemann-Pick (Platt y col.,
1998).
     En este caso, la separación de analitos se llevó a cabo
con una columna HILIC de sílice (150 × 2,1 mm, 3 µm),
manteniendo la temperatura a 25 oC. El eluyente utilizado
en la separación en modo isocrático fue una mezcla de
acetonitrilo/agua/acetato amónico 100 mM (pH 5) en
proporciones 75/10/15 (v/v/v), con un flujo de 0,23 mL
min-1. Las condiciones seleccionadas dieron lugar a la
elución del miglustat como un pico estrecho y simétrico
sin interferencias de las correspondientes matrices bioló-
gicas (plasma o fluido cerebroespinal). Este método pro-
porcionó ventajas en cuanto a selectividad y tiempos de
retención (tR miglustat = 3,7 min) en comparación con los
métodos previos descritos en la bibliografía y basados en
otros modos de LC (Mellor y col., 2000). Además, la
buena exactitud y precisión obtenidas por este método
permitieron su validación para el seguimiento en la admi-
nistración de miglustat en pacientes con enfermedades
relacionadas con los GSLs.
     Recientemente, Rodríguez-Sánchez y col. (2014)
evaluaron el uso de diferentes fases estacionarias hidro-
fílicas para el análisis simultáneo de patrones de imino-
azúcares (DNJ, α-HNJ, 1-desoximannojirimicina
(DMJ), miglitol ((2R,3R,4R,5S)-1-(2-hydroxyethyl)-2-
(hydroxymethyl) piperidine-3,4,5-triol), N-metil-DNJ y
DMDP) y otros carbohidratos de bajo peso molecular
(LMWC) (fructosa, glucosa, myo-inositol, sacarosa y
galactinol). Las columnas evaluadas fueron las siguien-
tes: i) una fase estacionaria de polihidroxietil-asparta-
mida (100 x 2,1 mm); ii) una fase zwitteriónica tipo sul-
foalquilbetaina (150 x 2,1 mm); y iii) una fase tipo
amida (150 x 4,6 mm). Para cada una de las columnas se
probaron diferentes flujos y gradientes de una fase
móvil binaria consistente en acetonitrilo:agua con dife-
rentes modificadores orgánicos (0,1% de ácido acético y
0,1% de hidróxido amónico). El análisis estadístico de
los resultados, considerando como variables la resolu-
ción, el tiempo de retención y la simetría de los picos,
mostró como fase estacionaria óptima la columna tipo
amida, empleando 0,1% hidróxido amónico como aditi-
vo de la fase móvil, a diferencia de los trabajos previa-
mente descritos donde se utilizaba ácido fórmico o
diversas sales. Las condiciones óptimas se aplicaron al
análisis de iminoazúcares y otros LMWC en extractos
de hojas de morera, de semillas de trigo y de bulbos de
jacinto.
     Para complementar estos resultados, y empleando la
columna previamente seleccionada, los mismos autores
evaluaron el efecto de distintos modificadores orgáni-
cos de la fase móvil (metanol y acetonitrilo), aditivos
(ácido fórmico, ácido acético, acetato amónico e hidró-
xido amónico) y temperaturas de la columna (25, 45, 55
y 65 oC) para el análisis de iminoazúcares y otros com-
puestos de bajo peso molecular en extractos de
Aglaonema sp. Las condiciones óptimas resultaron ser
acetonitrilo:agua con 0,1% hidróxido amónico como
fase móvil y 55 oC. El acoplamiento de HILIC a la
espectrometría de masas (QTOF MS) en este trabajo
permitió la caracterización de diversos iminoazúcares,
algunos de ellos detectados por primera vez, en extrac-
tos procedentes de distintas especies de aglaonema
(García-Sarrió y col., 2014).
4. ANÁLISIS DE PREBIÓTICOS
     Debido a las limitaciones de la GC para el análisis de
oligosacáridos de alto DP, la LC suele ser la técnica de
elección para el análisis de carbohidratos prebióticos.
Algunos trabajos, como el de Brokl y col. (2011), evalúan
distintos modos de operación de LC para el análisis de
estos compuestos: RPLC, HPAEC, cromatografía de car-
bón grafitizado (GCC) y HILIC. Los mejores resultados
se obtuvieron empleando GCC y HILIC. Mientras que la
GCC permitió una separación adecuada para oligosacári-
dos del mismo DP y distinto enlace glicosídico, la HILIC
proporcionó los mejores resultados para el análisis de
mezclas de oligosacáridos con distintos DPs. En general,
en HILIC los oligosacáridos eluyen en función de su DP y
su retención es inversamente proporcional al aumento de
agua en la fase móvil (Alpert, 1990).
     En la Tabla 2 se muestran algunos ejemplos de apli-
caciones recientes de la HILIC para el análisis de diferen-
tes tipos de carbohidratos prebióticos. 
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Tabla 2. Ejemplos del análisis de distintos tipos de carbohidratos prebióticos mediante HILIC.
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     La mayor parte de los estudios se han centrado en el
desarrollo de métodos de análisis de GOS, mezclas com-
plejas de oligosacáridos basados en unidades de galacto-
sil­galactosa y galactosil­glucosa, producidos mediante
transgalactosilación de la lactosa, usando como cataliza-
dor β-galactosidasas de diferentes orígenes biológicos.
     Sinclair y col. (2009) consiguieron una buena separa-
ción de estos oligosacáridos empleando una columna
zwitteriónica tipo sulfobetaína (150 × 2,1 mm d.i., 5 µm),
una fase móvil constituida por metanol con 5 mM de ace-
tato amónico (fase A) y agua (fase B) y un gradiente que
varió de 95:5 (v/v, A:B) hasta 50:50 (v/v, A:B) en 40 min.
     Recientemente, Hernández-Hernández y col. (2011)
evaluaron el empleo de tres fases estacionarias de sílice
funcionalizadas con diferentes grupos (zwitteriónica de
tipo sulfobetaína, polihidroxietilaspartamida y amida)
con el fin de obtener tiempos de retención cortos, picos
con buenas simetrías y resoluciones mayores de 1 en el
análisis de GOS. Para la optimización del método se
emplearon mezclas de patrones comerciales con distintos
DP y enlaces glicosídicos. En las tres columnas se obser-
varon diferencias en la forma de los picos, en su retención
y en su selectividad debidas a la distinta naturaleza de las
fases estacionarias. Las mejores condiciones se obtuvie-
ron empleando la columna tipo amida y usando como
fase móvil acetonitrilo:agua con 0,1% de hidróxido amó-
nico. La Figura 5muestra los perfiles obtenidos para una
mezcla de GOS comercial (DP2-DP5) analizada emple-
ando estas condiciones. Aunque las separaciones obteni-
das fueron adecuadas, la resolución completa de todos los
oligosacáridos presentes en esta mezcla compleja no fue
posible. Gracias al empleo de un detector de masas con
analizador de trampa de iones (IT), que permitió la obten-
ción de espectros de masas en tándem (MSn), se consiguió
identificar tentativamente los enlaces glicosídicos de
estos oligosacáridos, empleando las reglas de fragmenta-
ción deducidas del análisis previo de distintos patrones.
Los resultados de este trabajo muestran la utilidad de
HILIC-MSn para separar y caracterizar mezclas comple-
jas de GOS sin un paso previo de fraccionamiento, enri-
quecimiento o derivatización.
     La HILIC no sólo se ha empleado de forma analítica
sino también semipreparativa, permitiendo una separa-
ción eficaz de carbohidratos de distinto DP. Así, en 2009,
Coulier y col. emplearon una fase estacionaria polimérica
y distintos porcentajes de acetonitrilo:agua en modo iso-
crático para conseguir el aislamiento de GOS de DP2 y
DP3, que fueron posteriormente analizados mediante
HPAEC-PAD.
     En 2010, Fu y col. desarrollaron un método para el
análisis de distintos oligosacáridos, entre ellos GOS y
FOS. Los FOS son oligosacáridos obtenidos por hidróli-
sis enzimática de la inulina o sintetizados con β-fructofu-
ranosidasas usando como sustrato la sacarosa. Para la
separación de estos compuestos se empleó una columna
de sílice con grupos maltosa (“click” maltosa) fabricada
en el laboratorio y mezclas acetonitrilo:agua como fase
móvil. Para mostrar el potencial de separación del méto-
do HILIC desarrollado, se aplicó éste al análisis de mez-
clas complejas de FOS de alto peso molecular, consi-
guiéndose la correcta resolución de oligosacáridos con
DP entre 10 y 50, y resolviéndose más de 40 picos en 60
minutos. Este mismo método se adaptó a condiciones
semipreparativas y, como resultado, se obtuvieron distin-
tos oligosacáridos con alta pureza en un rango de DP de
2-7. A modo de ejemplo, se muestra el perfil cromatográ-
fico obtenido para la purificación de GOS (Figura 6).
Este método de HILIC muestra ventajas como la buena
reproducibilidad y estabilidad del procedimiento prepa-
rativo.
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Figura 5. Perfiles de los GOS comerciales analizados por HILIC-MSn. Reproducida con permiso de Elsevier (Hernández-
Hernández y col., 2011).
     Otro de los prebióticos es la inulina, polisacárido for-
mado por monómeros de fructosa unidos por enlaces β-
(1→2) con una unidad inicial de glucosa, enlazados de
forma lineal, ramificada o cíclica. Es menos estudiado
que los GOS y los FOS debido a su alto peso molecular,
pero aun así existen algunos trabajos (Wang y col., 2010).
Los cicloinulinoligosacáridos (ciclofructanos, CF) son
oligómeros de fructofuranosa ciclados producidos por la
fermentación de la inulina por el Bacillus circulans.
Wang y col. (2010) desarrollaron un método basado en el
empleo de una columna β-ciclodextrina y una fase móvil
hidro-orgánica con altos porcentajes de acetonitrilo para
el análisis de CF y sus isómeros las ciclodextrinas. Al
igual que en casos anteriores los tiempos de retención y
separación decrecen a medida que aumenta el agua en la
fase móvil, siendo la retención mayor cuanto mayor es el
DP (Figura 7). Estos autores llevaron también a cabo
estudios en condiciones isocráticas con distintos porcen-
tajes de agua en la fase móvil para evaluar el mecanismo
de retención de estos compuestos.
     En cuanto a la lactulosa, Gal-β-(1→4)-Fru, disacárido
sintético obtenido a través de la isomerización de la lacto-
sa, Kubica y col. (2012) emplearon un método basado en
el empleo de una columna zwitteriónica tipo sulfobetaí-
na, y una fase móvil acuosa con acetato de amonio (5
mM), para la determinación de este disacárido y otros
carbohidratos (manitol y sacarosa) en muestras de orina,
con objeto de estudiar la permeabilidad de la pared intes-
tinal. El uso de un detector de MS/MS permitió distinguir
moléculas con el mismo peso molecular como lactulosa y
sacarosa. A pesar de la complejidad de la matriz, el méto-
do propuesto resultó ser rápido, sencillo, sensible y repro-
ducible. 
5. CONCLUSIONES
     HILIC ha demostrado ser un modo de HPLC adecua-
do para el análisis de carbohidratos bioactivos, tanto de
alto como de bajo peso molecular, gracias a su alto poder
de resolución y eficacia. Además, la posibilidad de aco-
plamiento directo a espectrometría de masas, principal-
mente en equipos con analizadores de masas tándem,
aporta importante información estructural sobre los com-
puestos separados. Sin embargo, todavía existe un campo
por explorar en la separación de carbohidratos del mismo
peso molecular y diferentes enlaces glicosídicos o formas
anoméricas. Es de prever, por tanto, que el desarrollo de
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Figura 6.Cromatograma obtenido por HILIC semipreparativa para la purificación de GOS. Los números de los picos
corresponden al DP de los oligosacáridos. Reproducida con permiso de Elsevier (Fu y col., 2010).
Figura 7.Tiempo de retención de CFs de distinto DP vs.
porcentaje de agua en la fase móvil. Reproducida con per-
miso de Elsevier (Wang y col., 2010).
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columnas HILIC esté orientado en un futuro próximo en
este sentido. Por otra parte, una mejora del conocimiento
del mecanismo de retención ayudaría al desarrollo de
dichas fases estacionarias. Por último, aunque el acopla-
miento de HILIC a espectrómetros de masas con analiza-
dores tipo QTOF o triple cuadrupolo (QqQ) ofrecen gran
información estructural para los carbohidratos de bajo
peso molecular (DP<3), son realmente los analizadores
tipo IT los que podrían ayudar a ampliar el conocimiento
sobre las estructuras de oligosacáridos de mayor DP.
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Anexo 2: Estructuras de los oligosacáridos más característicos 
de la leche de cabra 
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Figure 1S. Concentration (mg.g-1) of individual oligosaccharides during β-galactosidase 
treatment at short incubation times at pH 7 using 0.68 U.mL-1 of enzyme in pooled goat 
colostrum. 
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Figure 2S. Concentration (mg.g-1) of individual oligosaccharide during β-galactosidase 
treatment at short incubation times at pH 7 using 1.02 U.mL-1 of enzyme in pooled goat 
colostrum. 
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Figure 1S. Extracted ion chromatographic profile of CS5 oligosaccharides obtained using BEH 
amide column and 0.1% ammonium hydroxide as mobile phase additive. A) Sample after SEC 
treatment (1 mg mL-1). B) Sample before treatment (0.02 mg mL-1). Peak eluting at 28 min 
correspond to lactose.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A) 
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Figure 2S. MS/MS spectrum of the OS identified in the samples analyzed. OS structure is 
denoted as Hex_HexNAc_Fuc_Neu5Ac_Neu5Gc 
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b) 1_1_0_1_0 
 
 
 
 
7. Anexo 4 
  213 
 
 
 
 
 
 
7. Anexo 4 
 214 
 
 
 
 
 
 
 
7. Anexo 4 
  215 
c) 2_0_0_1_0 
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d) 2_0_0_0_1 
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e) 2_0_0_0_2 
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f) 2_0_0_1_1 
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g) 2_0_0_2_0 
 
 
 
 
 
7. Anexo 4 
 224 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7. Anexo 4 
  225 
h) 2_0_1_0_0 
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i) 2_1_0_0_0 
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j) 2_1_0_1_0 
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k) 2_2_0_0_0 
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l) 3_0_0_0_0 
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m) 3_0_0_0_1 
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n) 3_0_0_1_0 
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o) 3_1_0_0_0 
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p) 4_0_0_0_0 
 
 
 
 
 
 
 
 
7. Anexo 4 
  241 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7. Anexo 4 
 242 
 
 
 
 
 
 
 
 
7. Anexo 4 
  243 
 
 
 
 
 
 
 
 
7. Anexo 4 
 244 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Anexo 5: Correspondiente a la sección 4.2 
 
Separation of di- and trisaccharide mixtures by comprehensive two-dimensional 
liquid chromatography. Application to prebiotic oligosaccharides 
A. Martín Ortiz, A.I. Ruiz-Matute, M.L. Sanz, F.J. Moreno, M. Herrero 
Analytica Chimica Acta, 2019, 1060, 125-132 
 
 
Supplementary Material  
  
  
  
7. Anexo 5 
 247 
 
 
14 15 16 17 18 19 20
minBEH amide
α 1→4
1→3 1→6
β 1→4
1→4
1→3
1→4 1→2
1→6
1→3, 1→3
1→4, 1→4
1→3, 1→4
1→4, 1→4
1→6, 1→4
1→6, 1→6
1→3, 1→4
1→2, 1→2
10
11
12
13
14
15
16
min
C
1
8
14 15 16 17 18 19 20
minBEH amide
α 1→4
1→3
1→6β 1→4
1→4
1→4
1→2
1→3
1→3, 1→3
1→4, 1→4
1→3, 1→4
1→4, 1→4
1→6, 1→4
1→6, 1→6
1→3, 1→4
1→2, 1→2
3
4
5
6
7
P
G
C
min
1→6
8
7. Anexo 5 
 248 
 
Figure S1: Reconstructed chromatograms for retention times of derivatized di- and 
trisaccharides (represented with the linkage and the different units) eluting on the three 
evaluated columns.     Glucose unit,     galactose unit  
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Figure S2. First dimension separation obtained under HILIC conditions of a mixture of 
kojibiose (1), cellobiose (2), laminaribiose (3), maltose (4), isomaltose (5) and kojitriose 
(6) using different gradients using acetonitrile (solvent A) and water (solvent B): A) 
10% B to 50% B in 60 min;  B) 10% B to 50% B in 30 min; and C) 10% B to 60% B in 
40 min; and D) separation of a mixture of trisaccharide standards (3’-galactosyl-lactose 
(7), 4’-galactosyl-lactose (8), 6’-galactosyl-lactose (9) and galactotriose (10)) using the 
optimum 1D gradient (A). Other analytical conditions: flow rate: 0.05 ml min-1; Vinj: 3 
µl; column: BEH Amide (150×2.1 mm, 3.5 µm). 
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Figure S3. TOP: Second dimension separation (C18, 30×4.6 mm, 2.7 µm) of kojibiose 
(1), cellobiose (2), laminaribiose (3), maltose (4) and isomaltose (5) obtained using 
optimum gradient profiles at different flow rates: A, 1.0 mL min-1; B, 2.0 mL min-1; C, 
2.5 mL min-1. DOWN: Second dimension separation of kojitriose (6), laminatriose (7), 
maltotriose (8) and isomaltotriose (9) attainable at 2.5 mL min-1 using 30 mm (D) and 
50 mm (E) C18 partially porous columns. For other separation conditions, see text. 
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